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Les bases expérimentales de Ja méthode de prémunition (ou 
vaccination préventive) des nouveau-nés contre la tuberculose 
par le BCG sont assez connues des lecteurs de ces Annales 
pour qu'il soit inutile de les exposer de nouveau. Nous nous 
bornerons & rappeler que cette méthode consisle 4 provoquer, 
le plus tot possible aprés la naissance du jeune sujet, limpré- 
enation de ses organes lymphatiques par un assez grand 
nombre d’éléments d'une race spéciale de bacilles de Koch 
constituant un véritable vaccin atténué, au sens de Pasteur, 
cest-A-dire vivants, cultivables en séries indéfinies dans les 
milieux artificiels appropriés, et dans lorganisme, sans perdre 

{ 
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ni modifier leurs caracteres héréditairement fixés, capables de 
servir d’antigénes in vitro et in vivo, de provoquer in vivo la 
production d’anticorps, et définitivement privés de toute apti- 
tude a produtre des lésions tuberculeuses virulentes réinocu- 
lables aux animaux sensibles. 

Cette imprégnation des organes lymphatiques est le plus effi- 
cacement réalisée en faisant absorber au nouveau-né, par votre 
buccale, en trois prises espacées de quarante-huit heures, une 
quantité convenable d’émulsion microbienne récemment pré- 
parée et contenant, en conséquence, le plus grand nombre 
possible d’éléments bacillaires vivants. L’absorption s’effectue 
facilement dans les dix premiers jours qui suivent la naissance 
paree que, pendant celte période de la vie, l’intestin du jeune 
enfant est tapissé de cellules protoplasmiques dont le pouvoir 
phagocytaire est intense. Ces cellules, gorgées de microbes, 
passent dans la circulalion lymphatique, dans les ganglions, 
la rate et la moelle osseuse; ils y transportent et y proménent, 
sans parvenir & les digérer, Jes bacilles-vaccins qui sont pour 
eux des parasites inoffensifs, mais producteurs de substances 
antigénes dont la sécrétion continue détermine I 'élaboration des 
substances défensives (anticorps, agglutinines, etc.). 

Plus tard, aux environs du quinziéme jour aprés la nais- 
sance, l’épithélium cylindrique de Vintestin forme un revéte- 
ment qui rend absorption des microbes plus difficile et plus 
aléatoire. Elle s’effectue encore .ependant, mais avec une 
insuffisante intensité, de sorte qu'elle n’est utilisable que pour 
les revacconations, lorsqu’on se propose, non de créer, mais 
dentretenir un état de prémunition. 

Une autre raison, de capitale importance, oblige a faire 
absorber au jeune enfant les bacilles-vaccins dés les premiers 
jours de sa vie : c’est qu'il importe de provoquer chez lui, dans 
le plus bref délai possible, Vapparition de cet état particulier 
de résistance aux infections et aux réinfections virulenles qui 
caractérise Vammunilé antituberculeuse. Or l’expérimentation 
nous apprend que, pour les jeunes bovins par exemple, le 
délai nécessaire a cet effet est d’environ vingt-cing jours. On 
doit penser qu'il en est de méme pour l’espéce humaine. Pen- 
dant ce court espace de temps, si l'enfant est exposé & des con- 
tagions virulentes ef massives, alors que son organisme n'est 
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pas encore en état de défense, il est désarmé. Il faut donc 
assurer sa protection aussi précoce que possible et on doit 
sefforcer, pendant cetle période ot s’élaborent les substances 
défensives, de le soustraire, par la séparation d’avec la mere 
phtisique par exemple, ou par un isolement relatit et par des 
soins attentifs d’hygiéne, aux risques d’infections graves. Passé 
le trentiéme jour, il semble bien que, pour l'enfant prémuni, 
ces risques ne soient plus guére a redouter. C’est, du moins, 


ce qui résulte des faits que nous relatons dans les pages qui 
suivent. 


I. — Mortalité générale et mortalité par tuberculose 
des nourrissons et des enfants du premier age. 


Il nest possible de porter un jugement sur Ja valeur pra- 
tique de la vaccination préventive des nouveau-nés contre 
Vinfection bacillaire que si nous sommes en mesure d’évaluer, 
avec une approximation suffisante, en utilisant les statistiques 
des Etats, des villes et des établissements spéciaux d’assistance 
(hopitaux et dispensaires), la mortalité par tuberculose des 
nourrissons et celle des enfants du premier age. 

Or, dans les documents officiels publiés par les divers pays, 
ces slatistiques manquent le plus souvent ou sont fragmen- 
taires, de sorte qwil est trés difficile d’en dégager des conclu- 
sions précises. 

Cependant on peut se faire une idée assez exacte de la part 
qui revient a la tuberculose dans la mortalité générale de 
l’enfance, surtout pour la période de la vie comprise entre zéro 
et un an, en relevant et comparant entre eux les chiffres fournis 
par les enquétes particuliéres et ceux qu’enregistrent les ser- 
vices démographiques des nations qui ont fait entrer dans les 
meurs ou qui ont rendu obligatoire la déclaration officielle des 
décés par tuberculose. Crest le cas, en particulier, pour la 
Suisse, les Pays-Bas, l’Angleterre el le pays de Galles, ’Ecosse 
et |’ Allemagne. 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


i 


4° MortTaLiré GENERALE DE ZERO A UN AN. 


En France, la mortalité générale, cest-a-dire par toutes 

° . x i) Ad > js 

causes de maladies, des nourrissons de zéro& un anna, jJusqua 
présent, jamais été inférieure a 8,5 pour 100 naissances 


vivantes. 
Pendant les six derniéres années, elle a été respectivement : 
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Au cours de cette méme période de six années, elle a été, en 
moyenne (1) : 
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2° Rapport DE LA MORTALITE PAR TUBERCULOSE 
A LA MORTALITE GENERALE DE ZERO A UN AN. 


Dans les cing derniers pays, ou s’effectuent régulitrement les 
déclarations de tuberculose, la mortalité par tuberculose de 
zéro dun ana été de 0,16 pour 100 naissances vivantes (maxi- 
mum 0,21 en Ecosse, minimum 0,13 en Suisse). 

Si nous isolons l'année 1925, pour laquelle la statistique 
sanitaire de la France nous fournit des chiffres comparables a 
ceux relevés, pour la méme année, en Angleterre et Pays de 
Galles, on trouve que: 

La France a enregistré 68.529 décés de nourrissons de zéro & 
un an, dont 1.037 (soit 0,13 p. 100) par twbherculose. 


(1) D'aprés les documents que nous a obligeamment communiqués 
M. Moine, statisticien du Comité national de Défense contre la tuberculose. 
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L’Angleterre a enregistré 53.316 décés de nourrissons de 
zéro a un an, dont 896 (soit 0,12 p. 100) par swberculose. 

{l apparait donc que le rapport de la mortalité tuberculeuse a 
la mortalité générale de zéro & un an soit un peu plus élevé en 
France qu’en Angleterre, et que le chiffre de 0,13 p. 100 nais- 
sances vivantes puisse étre considéré comme exact pour notre 


pays. 


3° MorrTALITE PAR TUBERCULOSE DES NOURRISSONS DE ZERO A UN AN 
NES ET ELEVES EN MILIEU BACILLIFERE. 


Depuis longtemps les cliniciens, surtout les aceoucheurs et 
les pédidtres, ont signalé Veffroyable mortalité qui frappe les 
nourrissons nés ou élevés pendant la premiére année de leur 
existence en milieu bacillifére, mais les statistiques démogra- 
phiques sont muettes a ce sujet. IL faut done recourir, soit aux 
enquétes particuliéres entreprises auprés des ceuvres ou institu- 
tions de lutte antituberculeuse, soit aux nombreux et précieux 
documents accumulés par les services hospitaliers d’enfants. 

Nous rappellerons d’abord l’enquéte que nous avons faite en 
1925 auprés de 99 des dispensaires affiliés au Comité national 
de Défense contre la Tuberculose et dont les résultats furent 
les suivants : 

« 1,362 femmes tuberculeuses, suivies par les dispensaires, 
ont accouché en 1922. 623 seulement (soit 46 p. 100) survivaient 
au 1° janvier 1925. 

« Sur les 1.364 enfants (il y avait eu deux naissances gémel- 
laires) nés de ces méres tuberculeuses en 1922, 327 (soit 
24 n. 100) étaient morts @affections présumées tuberculeuses 
avant expiration de leur douziéme mois. » 

A Paris, d’aprés les chiffres fournis par |’Office d’Hygiéne 
sociale de la Seine, celte mortalité de zéro & un an des enfants 
nés de méres tuberculeuses est plus considérable: elle s’élevait 
en 1925 & 32,5 p. 100. 

Or il s’agit la de milieux tuberculeux particuliérement sur- 
veillés et éduqués. Dans la clientele habituelle des hdpitaux 
on reléve des chiffres encore plus effrayants. 

Nous avons déja précédemment cité ceux de Léon Bernard, 
Robert Debré et Marcel Lelong: 80 p. 100; du professeur 
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Forssner de la clinique pédiatrique de Stockholm : 70 p. 100. 
L’exactitude de ces chiffres, confirmée en 1927 par P. de Eh- 
zalde pour Buenos-Aires, a été contestée par deux savants 
danois, R. Kjer-Petersen et J. Ostenfield (de Copenhague), qui 
n'ont enregistré, pour 245 nourrissons suivis par eux, qu'une 
mortalité de 7,7 p. 100 de zéro a un an. Mais il faut remarquer 
d’abord que les 245 nourrissons dont il s'agit ne comprennent 
pas seulement des enfants nés de méres tuberculeuses, mais 
aussi et surtout des enfants qui ont simplement été en contact, 
pendant une période plus ou moins longue, avec un tuber- 
culeux. 

Et voila un fait qui nous améne a nous demander quel est, 
au point de vue de la gravité des contaminations, le réle res- 
pectif de la mere, du pére et des autres membres de la famille 
ou collatéraux vivant sous le méme toit. 

La réponse & cette importante question nous est fournie par 
plusieurs travaux frangais et étrangers, dont les auteurs se sont 
efforcés de préciser quelle avait pu étre Vorigine de la conta- 
mination de lenfant. 

Léon Bernard et R. Debré ont, notamment, indiqué que dans 
76,6 p. 100 des cas, c’est la mére qui est la source de contagion ; 
dans 76 p. 100 des cas le pére, et dans 7,4 p. 700 seulement 
d’autres membres de la famille ou des étrangers. Mais ces 
chiffres ne valent que pour la créche de lhépital Laennec, ot 
on groupe presque exclusivement des enfants nés de méres 
tuberculeuses. 

Plus récemment, Nobécourt et Boulanger-Pilet ont indiqué, 
d’aprés une enquéle soigneusement faite par M™° Fournier- 
Motaz, assistante sociale & la clinique médicale des enfants de 
la Faculté de Médecine de Paris, que, sur un groupe de 50 nour- 
rissons tuberculeux, la responsabilité de la contagion incom- 
bait pour 22 ala mére (44 p. 100); pour 18 au pére (36 p. 100) ; 
pour 7 a d'autres membres de la famille; pour 1 & un ami, 
familier de lamaison, et pour 2 a des nourrices chez lesquelles 
les enfants étaient placés. 

D’autre part, une statistique (déja ancienne, mais portant 
sur un grand nombre d’enfants) publiée par Weinberg, avait 
établi qu’a Stuttgart, de 1873 & 1889, la mortalité des enfants de 
zéro & un an par tuberculose était due: 
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Pour 30,53 p. 100 A la mére tuberculeuse. 
Pour 29,88 p. 100 au pére luberculeux. 
Pour 31,92 p. 100 a la fois A la mére et au pére tuberculeux. 


ll est bien évident que si le rdle de la mére est, en général, 
prépondérant comme facteur de contagion, il faut tenir compte 
de la durée des contacts et aussi de l’intensité avec laquelle ils 
s’exercent suivant la gravité et la nature de la lésion qui est la 
source du contage. C’est ainsi que, d’aprés Harms et Seitz, sur 
129 cas observés par eux, la mortalité des nourrissons de zéro 
aunana été de 27,8 p. 100 lorsque le contact s’effectuait avec 
un malade porteur de Iésions avancées, et que Margarete 
Repke, dans un tableau qui résume l’histoire de 78 enfants, 
trouve une mortalilé de 30,8 p. 100 pour les nourrissons en 
contact avec des malades arrivant a la période ultime de leur 
tuberculose ; de 25 p. 100 lorsqw’il s’agissail de lésions avan- 
cées, tandis que la mortalité était nulle lors des contacts avec des 
formes légéres de la maladie. I! ne faut cependant pas croire que 
celles-ci soient inoffensives, car G. Klostermann, par exemple, 
a cilé le cas d’un sujet porteur d’une lésion torpide, sans émis- 
sion de bacilles et qui, néanmoins, contamina ses deux enfants. 

Il est d’ailleurs incontestable que les tuberculoses diles 
« fermées » sont loin d’étre inoffensives, et c'est encore Mar- 
garete Repke qui a montré que, sur 100 enfants vivant en 
contact avec des tuberculeux au début, non cracheurs de 
bacilles, 41) réagissent 4 la tuberculine avant la fin de leur pre- 
miére année, ce qui indique qu’ils sont déja conlaminés. 

Nous voici donc en possession de fails et de chiffres assez 
précis pour que nous puissions établir un paralléle entre la 
mortalité tuberculeuse des nourrissons de zéro a un an vaccines 
au BCG, et la mortalité des non vaccinés soit en milieu conta- 
miné, soit en milieu apparemment indemne, et aussi pour qu’il 
nous soit possible de nous rendre compte si la vaccination pré- 
ventive réduit dans une proportion appréciable la mortalité 
générale. 


8 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


4° MorTALITE GENERALE ET MORTALITE TUBERCULEUSE 
DES FNFANTS DU PREMIER AGE, DE UN A QUATRE ANS. 


ll est malheureusement plus difficile d’¢tre exactement fixé 
sur la part qui incombe & l’infection bacillaire dans la mortalité 
des enfants aprés la fin de leur premiére année d’existence 
jusqu’a Ja fin de la quatritme, comparativement en milieu 
indemne et en milieu infecté. Cependant, grace aux documents 
des services hospitaliers, nous pouvons disposer de quelques 
informations utiles. 

En 1925 il est mort, en France, au total, par toutes causes 
de maladies, 25.783 enfants de un a quatre ans. La mortalité 
générale pour ce groupe d’enfants est de 7,6 p. 100 enfants. 
Pour ce groupe d’age, la mortalité tuberculeuse est de 0,14 p. 100 
enfants (1). Mais nous n’avons aucune donnée permettant de 
connaitre le taux de mortalité tuberculeuse fourni par les 
enfants de un & quatre ans en contact avec des bacilliferes. 

Nous savons cependant, par les observations des cliniciens, 
que beaucoup de contaminations réalisées pendant la premiére 
année ne se manifestent par des Iésions évolutives qu’au cours 
de la deuxiéme année et assez rarement plus tard. C'est ce que 
montrent trés nettement les statistiques hospitaliéres, en parti- 
culier celles qu’avait réunies Landouzy en 1886 et, depuis, 
celles de H. Barbier et Bondon. 

Pour Landouzy, sur 100 décés d’enfants dans les hépitaux 
de Paris, sont dus a la tuberculose : 


Tram) <SRo be eae) Ne 27,8 déces. 
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Pour H. Barbier et Bondon, sur 1.000. enfants, il en meurt 
de tuberculose : 
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(1) Comité National de Défense contre la Tuberculose. R Pvi 
de la statistique, 1926. er DOr a cL 
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Hamburger, & Vienne, donne des chiffres & peu pres équi- 
valents, tandis qu’Heubner, en 1889, indiquait que, sur 
844 enfants de sa clinique, 42 p. 100 des cas de tuberculose se 
rapportaient a des enfants de zéro 4 un an et 14,2 p. 100 & des 
enfants de un & deux ans. 

Il faut donc admettre que, de un a quatre ans, le nombre des 
décés par tuberculose, par rapport & l'ensemble des décés 
d’enfants de cet age dans les hépitaux, est d’a peu pres la moitié 
de celui des décés par tuberculose de zéro A un an. Mais la 
raréfaction des décés tuberculeux, & partir de la fin de la 
deuxiéme année, nous fournit la preuve que, passé cet age, 
et surtout apres trois ans, les contaminations ne sont qu’excep- 
tionnellement assez massives pour déterminer une évolution 
grave et rapide de la maladie. 

I] en résulte que, si la vaccination préyventive réussit & pro- 
téger les enfants pendant les trois premiéres années de la vie, 
ces enfants auront d’autant plus de chances d’échapper dans la 
suite aux effets des infections accidentelles que leurs conditions 
d’existence les y exposeront dans une mesure infiniment 
moindre. 


Il. — Influence de la vaccination préventive par le BCG sur 
la mortalité générale et sur la mortalité par tuberculose 
des enfants nés de méres tuberculeuses ou élevés dans un 
milieu bacillifére. 


Le lecteur qui a suivi nos travaux sur la vaccination préven- 
tive par le BCG se rappelle que les premiéres tentatives faites 
pour observer sur l’espece humaine les effets de la méthode 
qu’avec C. Guérin nous avions appliquée aux jeunes bovins, 
— puis, plus tard, avec L. Négre et A. Boquet aux petits ani- 
maux de Jaboratoire, et avec R. Wilbert aux singes anthro- 
poides et aux pithéciens, — sont dues & B. Weill-Hallé, 
médecin des H6pitaux et directeur de l’Ecole de Puériculture 
de la Faculté de Médecine de Paris, en collaboration avec 
Turpin et avec le concours de M"e Coloni, infirmiére visiteuse. 

Ces essais préliminaires, commencés en 1921 et poursuivis 
tres prudemment jusqu’en 1924, d’abord sur un seul nourrisson 
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exposé a une contagion familiale particulitrement grave, puis 
sur quelques autres, puis progressivement sur un total de 
217 nouveau-nés, avaient montré la parfaile innocuilé pour le 
jeune enfant du BCG absorbé par voie buccale. 

Ils avaient aussi permis de constater que son efficacité pré- 
ventive, affirmée par nous d’aprés notre expérimentation sur 
les animaux de l’espece bovine et sur les singes, était évi- 
dente. 

Dans ces conditions il paraissait indiqué d’étendre |’expé- 
rience, d’abord 4 un plus grand nombre d’enfants nés de méres 
tuberculeuses ou vivant dans un milieu bacillifére, puis, plus 
tard, pour répondre aux désirs exprimés par beaucoup de 
médecins, accoucheurs ou pédidtres, aux enfants nés en milieu 
apparemment indemne, qu’on n’est jamais stir de soustraire, 
méme dans les familles aisées, aux contagions accidentelles. 

Notre collaborateur et ami Weill-Hallé continue 4 suivre les 
enfants vaccinés par ses soins. Il rendra compte lui-méme de 
ses intéressantes observations. 

Nous ne rapporterons donc ici que les résullats des vaccina- 
tions effectuées sur toute l’étendue du territoire francais par 
les nombreux confréres ou par les sages-femmes qui nous ont 
trés libéralement offert leur collaboration, ce dont nous avons 
pour premier devoir de les remercier. 


Depuis le 1° juillet 1924 — date a laquelle l'Institut Pasteur 
a mis le vaccin BCG a la disposition des médecins et des ser- 
vices publics d’assistance, jusqu’au 41° décembre 1927, 
52.772 enfants ont été vaccinés a leur naissance, tant & Paris 
que dans les départements. 

De ces 52.772 enfants, 6.279 nous ont été signalés comme nés 
de méres tuberculeuses ou vivant dans un milieu bacillaire. Mais 
pour 5.749 de ceux-la seulement nous avons pu établir nous- 
mémes un dossier qui permet de suivre leur destinée et d’obtenir 
réguligrement de leurs nouvelles (1). Les 470 autres relévent 


(1) Nous tenons 4 remercier notre collaboratrice Me Vau Marke, infirmiére 


de la Croix-Rouge, qui tient a jour toutes les observations envoyées a notre 
laboratoire. 
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de l'Office d’Hygiéne Sociale de la Seine-Inférieure et les ren- 
seignements qui nous ont été aimablement fournis a leur sujet 
par le D" Ott (de Rouen) font l'objet d’une notice particuliare 
que l'on trouvera plus loin. 


A. — ENFANTS VACCINES DEPUIS MOINS D’UN AN 
Au 1° pE&ceMBRE 1927. 


Sur les 5.749 enfants qui figurent dans notre fichier, 3.808 
ne sont vaccinés que depuis moins d'une année au 1° décembre 
1927. A cette date, on avait compté parmi eux 1/78 décés dont 
34 par maladies présumées tuberculeuses. Leur mortalité géné- 
rale (par toutes causes de maladies) était done de 3,/ p. 100, 
alors quen France la mortalité générale des non-vaccinés, 
avec ow sans contact tuberculeux, est de 8,5 p. 100 nés vivants. 

La mortalité générale de zéro & un an est dune de plus de 
moilté motndre chez les vaccinés en contact tuberculeux que 
chez les non vaccinés avec au sans contact. 

C’est la une constatation particulicrement importante, car 
elle répond a lobjection de ceux qui incriminent l’inexactitude 
de beaucoup de diagnostics des causes de décés chez les Jeunes 
enfants (1). 

Pour ces 3.808 enfants en contact tuberculeux et vaccinés, la 
mortalité par maladies présumées tuberculeuses jusqu’a un an 
a été de 0,9 p. 100 (34 décés), alors qu’ainsi qu'il a été dit dans 
le chapitre qui précéde, cetle mortalité, pour les enfants non 
vaccinés, vivant dans les mémes conditions de contact tubercu- 
leur, varie de 24 p. 100 (minimum des enfants surveillés par les 
dispensaires et les institutions antituberculeuses) & 70 et méme 
80 p. 100! 

Seul jusqu’ici, le Danemark aurait, pour les enfants en con- 
tact et non vaccinés, une mortalité de zéro & un an réduite a 
7,7 p. 100. 

Méme si l’on adoptait ce chiffre, qui n’est strement pas 
exact pour la France, la différence de mortalité entre les vac- 
cinés et les non vaccinés jusqu’a lage d’un an serait encore 


(1) On trouvera, dans les documents annexés a cette note, I'énumération des 
diagnostics des causes de décés tels qu’ils nous ont été communiqués, avec 
un court résumé de chaque observation. 
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considérable, de sorte que les heureux effets de la vaccination 
préventive, dés la premiére année de la vie, apparaissent indis- 
cutables. 


B. — ENFANTS VACCINES A LEUR NAISSANCE, 
n v2 Qs 
AGES DE UN AN A TROIS ANS ET DEMI au 1° pécEMBRE 1927. 


Nous pouvons, mieux encore, juger & la fois de innocuite 
(a échéance relativement longue) et de l’efficacité de la vacci- 
nation, en étudiant séparément le sort des enfants vaccinés et 
actuellement dgés de un an 8a trois ans et demi. 

Ces enfants vaccinés, tous en contact tuberculeux, — dont 
les plus jeunes sont nés avant le 1° décembre 1926, les plus 
dgés entre le 1° juillet ct le 31 décembre 1924, et dont nous 
possédons les observations sur nos fiches & l'Institut Pasteur, 
— sont, le 1° décembre 1927, au nombre de 7.941. 

Hs ont fourni au total 9/ décés, dont 4 seulement par mala- 
dies présumées tuberculeuses. On trouvera, dans les documents 
annexes, les observations relatives & chacun de ces 21 décés. 

La mortalté générale, pour ces 1.941 enfants vaccinés et en 
contact, igés de un an jusqu’a trois ans et demi, a été de 7,2, 
donc inférieure de 0,4 p. 100 a celle (1,6) des enfants du 
groupe d’age de un 4 quatre ans non vaccinés, avec ou sans 
contact tuberculeus. 

Cette réduction de la mortalité générale mesure le gain 
réalisé par la vaccination préventive, quelles qu’aient pu étre 
les erreurs de diagnostic des causes de décés. 

Au point de vue de l’ége et de la nature des contacts tuber- 
culeux, ces enfants se classent ainsi. 


De 1 a 2 ans (au ier décembre 1927). ..... oh eae E02 
De 2 4 3 ans (au 1er décembre 1927)... .... abebe: 842 
De plus de 3 ans (au 1e* décembre 1927)........ 405 

MO tale ort stearic eae ae Beka! 


Metres a Ae eee 628 
Pere. ae to 669 
Mére:et pere.nivdtwn weaieuae aes ae ee 102 
Grands-parents ou collatéraux . 2) A. 542 


Totals 2 eee eee 
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La mortalité par maladies présumées tuberculeuses (4 décas 
au total pour 1.941 enfants en contact) a été seulement de 
0,2 p. 100. Encore importe-t-il d'indiquer que, de nos 
1.941 enfants de un & trois ans et demi, vaccinés et en contact 
tuberculeux, le plus agé qui ait succombé a& une affection pré- 
sumée tuberculeuse avait seize mois. Au dela de cet age il ne 
s'est produit aucun décés suspect. 

Or, au 1° décembre 1927, 9/7 de ces enfants avaient de 
deurans a trois ans et demi. Aucun déces par maladie présumée 
tuberculeuse ne s'étant produit parmi eux, la mortalité tuber- 
culeuse pour ce groupe a done été nudle. 

Ajoutons que, pour ce groupe d’enfants, les revaccinations & 
lexpiration de la premiére année ont été faites pour 298, ce qui 
atleste au moins leurznnocuiéé. Il est difficile d’affirmer qu’elles 
sont nécessaires, mais elles ont au moins cette utilité d’inciter 
les médecins et les familles & nous donner des nouvelles des 
enfants en contact, et qui ont été vaccinés a leur naissance (1). 

En tout cas, comme le plus grand nombre des enfants agés 
de deux ans a trois ans et demi, quoique en contact tuberculeux, 
nont pas été soumis a la revaccination & lexpiration de leur 
premiére année, on ne peut altribuer qua leur vaccination 
iniliale la solide résistance quils manifestent aux infections 
virulentes auxquelles ils sont quotidiennement exposés. 


DurkE DE L’IMMUNITG ANTITUBERCULEUSE PRODUITE PAR LE BCG. 


Il semble bien, d’aprés ce qui précéde, que l’immunité 
antituberculeuse produite par le BCG dure beaucoup plus 
longtemps qu’on ne l’avait tout d’abord espéré. Peut-étre est- 
elle entretenue et renforcée par les contaminations virulentes, 
désormais inoffensives pour l'enfant élevé dans un milieu bacil- 
lifere? C’est une hypothese, selon nous, trés plausible. Elle 
n'est d’ailleurs pas indispensable. L’expérimentation nous a 
appris que les singes anthropoides et pithéciens vaccinés a 
l'Institut Pasteur de Kindia (Guinée Frangaise) par Wilbert en 


(1) La notice qui accompagne chaque boite des trois doses de vaccin BCG 
délivrées par l'Institut Pasteur indique quela revaccination est recommandée 
seulement pour les enfants en contact tuberculeuz, et quelle doit étre pratiquée 
a la fin de la premiére et de la troisitme années. 
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1923, étaient encore réfractaires, en fin 1927, & Pinfection par 
cohabitation continue avee des singes artificiellement conta- 
minés. 

D’aprés ce que nous constatons chez les enfants vaccinés 
par Weill-Hallé et Turpin en 1921 et 1922, et qui vivent depuis 
lors en milieu bacillifére, il apparait que limmunité persiste 
au moins cing ans, c’est-a-dire pendant tout le premier age, 
donc pendant toute cette période de la vie ot l’enfant est parti- 
culiérement exposé et sensible aux infections graves. 

Crest une constatation trés rassurante. Elle nous permet 
aussi d'écarter définitivement cetle crainte d'une reprise spon- 
tanée de virulence des bacilles-vaccins, qui empéche encore 
quelques médecins d’employer systématiquement le BCG. Il 
était expérimentalement démontré que celle crainte parais- 
sait chimérique, puisqu’aucun artifice de laboratoire, pas plus 
que les passages successifs & travers lorganisme des animaux 
sensibles, n’avaient réussi & rendre au BCG assez de virulence 
pour infecter mortellement le cobaye. Mais le fait que les 
bacilles-vaccins demeurent si longtemps dans lorganisme 
humain sans provoquer de désordres,’sans révéler autrement 
leur présence que par la résistance aux infections virulentes, 
est de nature a écarter toute inquiétude sur les dangers que 
d’aucuns leur supposaient (1). 


(1) Dans une communication a lAcadémie de Médecine (26 juillet 1927) le 
professeur Ligniéres (de Buenos-Aires), aprés avoir constaté par ses propres 
expériences que notre cullure de BCG ne donne la tuberculose ni au veau, 
ni au cobaye, et qu’elle représente bien réellement une race atténuée size, 
que les passages par le cobaye ou par le veau ne parviennent pas a modi- 
fier; aprés avoir constaté, en outre, que l’action prémunisante qu'elle déter- 
mine semble de plus iongue durée qu’on ne J’avait cru jusqu’ici, exprime 
lavis qu’il convient cepeadant de limiter ’!emploi du BCG aux seuls eas ott 
la contagion tuberculeuse est a craindre. 

Le professeur Lignitres n’apporte d’ailleurs aucune observation ni aucun 
fait expérimental qui justifie cette restriction. 

Nous estimons qu'elle n'est aucunement fondée. La démonstration en est 
faile par les dizaines de milliers d'enfants sains et élevés en milieu indemne qui 
ont elé prémunis au moyen du BCG depuis cing ans, en France et en d'autres 
pays. 

D’autre part, dans une note récente (Proceedings of the Soc. of Exper. 
Biology and Med., 25, 1927), S. A. Petroff, du laboratoire de recherches de la 
fondalion Trudeau, A Trudeau, New-York, dit avoir isolé de la culture 
BCG, sur son milieu A l’euf violet de gentiane, deux sortes de colonies bacil- 
laires, l'une (R) non virulente, se développant bien sur bile et sur milieu de 
Sauton, Vautre (S) beaucoup plus rare, virulente pour le cobaye et ne 
croissant pas sur bile, ni sur Sauton. 
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Ill. — La vaccination préventive par le BCG 
dans la Seine-Inférieure. 


L’Office d’Hygiéne Sociale de la Seine-Inférieure fut le pre- 
mier & organiser systématiquement, dés le mois de décembre 
1924, la vaccination par le BCG dans chacun de ses centres 
d’examen et de surveillance des familles tuberculeuses. Nous 
avons exposé dams un précédent mémoire (Ces Annales, mars 
{927, p. 219) quels en avaient été les premiers résultats. Le 
D* Ott, inspecteur départemental d’hygiéne, a bien voulu nous 
en communiquer la suite, et comme sa statistique n’est pas 
comprise dans les chiffres précédemment cités parce qu’elle se 
rapporte & des enfants dont les fiches restent a l’Office d’ Hygiéne 
Sociale de la Seine-Inférieure, nous la reproduisons ci-aprés 
telle qu'elle nous a été transmise. 

Cette statistique tire son intérét particulier de ce qu'elle porte 
sur un département oi la mortalité générale infantile et la 
mortalité tuberculeuse sont toujours trés élevées. Aussi, sous 
Phabile direction du D" Ott, un grand effort est-il fait, depuis 
quelques années, pour y multiplier les ceuvres d’éducation 
hygiénique et de médecine préventive. 

En 1924, sur un total de 15.426 décés de tous ages et de 


S. A. Petroff ajoute qu'il aurait réussi a restituer au bacille (R) la virulence 
du bacille (S) par passages successifs dans le testicule du cobaye. 

Nous ne croyons pas qu’on puisse invoquer ces affirmations a l’encontre 
de l'utilisation pratique du BCG. La premiére ne saurait étre retenue comme 
exacte pour les raisons suivantes: 

‘to Dans les milliers dinoculations que nous-mémes et beaucoup dautres 
expérimentaleurs avons effectuées avec le BCG au cobaye, jamais on n’a 
obtenu, chez cet animal, de lésions tuberculeuses réinoculabl:s ; 

20 Puisque le BCG est cullivé en séries ininterrompues sur bile de boeuf 
depuis 1906, done depuis 22 ans, et, pour la préparation des émulsions 
vaccinales, sur milieu de Sauton, en admettant que la souche (S) virulente 
de S. A. Petroff ett existé, elle eit forcément été éliminée par les cultures 
successives sur bile et sur Sauton, puisqu’elle ne pousse pas sur ces milieux. 

Ouant a la restitution de Ja virulence par inoculation intratesticulaire, 
nous avons vainement tenté de loblenir en opérant comme Vindique 
S. A. Petroff. Déja au quatriéme passage la culture ne se fait plus dans le 
testicule du cobaye et l'inoculation reste négative. 

S. A. Petroff croit a la possibilité de vacciner les animaux avec des bacilles 
tués par chauffage. Or, tous les expérimentateurs qui, comme nous-mémes, 
ont cherché a réaliser cette vaccination, ont échoué. Aucune de ses 
objections A !emploi du BCG vivant ne parail fondée. 
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toutes causes, on comptait 2.071 décés d’enfants de moins 
d'un an, c’est &-dire que la mortalité des enfants nés viables 
s’élevait, au cours de leur premiere année d’existence, a 
13,4 p. 100 au lieu de 8,5, qui est la moyenne de l'ensemble de 
Ja France. : 

Dans le méme temps, sur ces 2.071 décés d’enfants de zéro 
& un an on comptait 77 décés par « tuberculose » et 92 par 
«méningite ». Si l'on additionne ces deux chiffres, la mortalité 
présumée tuberculeuse de zéro a un an atteignait le taux formi- 
dable de8 p. 100 décés, c’est-a-dire plus du double de ce qu’elle 
est pour l'ensemble de la France. 

Du 1° décembre 1924 au 1° décembre 1927, 1.369 enfants 
avaient été vaccinés au BCG a Jeur naissance, sans aucun 
incident. 

De ces 1.369 enfants, 93 sont morts avant l’age d’un an (mor- 
talité générale : 6,7) de toutes causes de maladies, dont 7 (soit 
0,5 p. 100) de maladies présumées tuberculeuses. 

402, signalés comme en contact bacillifere, sont, au 1° dé- 
cembre 1927, agés de un a trois ans. Ils se répartissent ainsi 
d'aprés leur age et la nature du contact : 


MERE AUTRES 


MERE PERE ET PERE coNTACTS TOTAUX 
DOA asd tans <y04 sere 412 ql 18 24 271 
Devoe ase ans in tetas as 65 36 9 21 434 
TObaUxKs aoe ee AU 143 27 85 402 


Un seul décés parmi ces enfants en contact a été enregistré 
(mal de Pott, 17 mois). 

Voici son observation résumée : 

N° 405. — Enfant de dix-sept mois, mal de Pott constaté & 
la radio & lage de douze mois. Copie de la fiche d’examen : 

« Aspect général malingre, hypotrophique. Peau : éruption 
en ceinture, arépétition. Yeux, naso-pharynx et oreilles : rien. 
Poumons : & lauscultation, gargouillement base gauche, sub- 
matité base gauche. 

« Examen radioscopique : sommets clairs, ombre hilaire trés 
accentuée a droite; poche uniformément opaque, & contours 
nettement délimités, de la grosseur d’un ceuf de poule, en rela- 
tion avec la colonne vertébrale. Squelette : inflexion de la 


colonne vertébrale & la hauteur de la 7° vertébre dorsale. » 
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Aucun enfant vacciné et en contact, Agé de plus de dix-sept 
mois jusqu’a trois ans, n’est mort de maladie présumée tuber- 
culeuse. 


IV. — La vaccination BCG dans les maternités, 
les services publics d’hygiéne et les industries. 


Dans la plupart des maternités des hdpitaux de Paris et des 
grandes villes, l'emploi du BCG s’est répandu depuis 1924 et 
plusieurs accoucheurs font vacciner systématiquement tous les 
enfants qui viennent au monde en bon état de santé apparent. 
On demande simplement |’autorisation aux méres qui, conve- 
nablement renseignées par Je personnel hospitalier, acceptent 
presque toujours. Celte pratique s’est étendue progressivement. 

A la clinique obstétricale de la Faculté de Médecine, le pro- 
fesseur A. Couvelaire a ainsi fait vacciner dans son important 
service, depuis 1925, 305 nouveau-nés. D’aprés les renseigne- 
ments qu’il a eu l’obligeance de nous communiquer, ils se 
répartissent ainsi : 


eS core Ce ead ron on omnes Eo wets sdiie ol ay 2% 5 enfants 

DE PAS ees ee cL oro a. CLO Foca EES to fol et ed O Bc 155 — 

Sol (ybksaqbhcatan sls} Oyen) “5 5 5 6 gn eo 9 144500 — 

Au total : 

Etaient nés de méres tuberculeuses....... cee 23 

Etaient nés de péres tuberculeux...........- 4414 

Etaient nés de parents sains, vivant dans un milieu 
apparemment non comlaming =. 2a s4 em - aeene 28 


On ne vaccine les enfants nés de méres tuberculeuses que 
lorsque la mére elle-méme, ou le dispensaire dont elle dépend, 
le demande. Cette mesure permet de séparer, dés la naissance, 
un certain nombre d’enfants qu'il est ainsi possible de suivre 
pour observer comparativement les effets ultérieurs de la sépa- 
ration et ceux de Ja vaccination préventive. 

Les services publics d’hygiéne, municipaux ou départemen- 
taux, d’ailleurs encouragés par le minislére du Travail et de 
lHygiéne, ont largement contribué, eux aussi, a la diffusion 


9 


~ 
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de la vaccination antituberculeuse (1). Certains d’entre eux, 


(1) Le ministére du Travail, de Hygiene, de Assistance et de la Pré- 
voyance Socialesa adressé a tous les Préfels la circulaire dont voici le texte. 


MINISTERE DU TRAVAIL, REPUBLIQUE FRANCAISE 
DE L’HYGIENE, 
DE L’ASSISTANCE 
ET DE LA 
PREVOYANCE SOCIALES 
a Paris, le 13 juillet 1927. 
DirecTION DE L’ ASSISTANCE 
ET DE 


Hyon Me Le ministre du Travail, de ’Hygiéne, 
L HYGIENE PUBLIQUES. 


de l' Assistance et de la Prévoyance Sociales 
ye ab iere ade a Messieurs les Préfets. 


Jai été saisi par un certain nombre de conseils généraux de la 
question de ’emploi du nouveau vaccin dit BCG pour l’immuni- 
sation des nouveau-nés contre la tuberculose. 

Je vous rappelle, a ce sujet, qu'une circulaire d'un de mes 
prédécesseurs, en date du 25 septembre 1924, vous invitait a 
signaler aux médecins chargés de la surveillance des pupilles de 
VAssistance publique Vintérét qu il y avait a faire bénéficier ces 
pupilles des effets protecteurs, vis-a-vis de la tuberculose, de ce 
nouveau vaccin qui est mis gratuitement a la disposition des 
Maternités, des OEuvres antituberculeuses et de toutes les insti- 
tutions d’assistance publique. 

Une large expérimentation de ce vaccin a été faite au cours de 
ces trois derniéres années, en divers pays. En France, plus de 
30.000 nouveau-nés ont été vaccinés et les statistiques produites 
tendent a établir que la méthode est non seulement inoffensive, 
mais aussi qu’elle est efficace, puisque la mortalité par tuber- 
culose de zéro 4 un an, parmi les enfants vaccinés et exposés 
dans leur foyer familial a une contamination permanente, attein- 
drait a peine 1 p. 100, alors que, pour les enfants non vaccinés 
vivant dans les mémes conditions, elle est d’environ 24 p. 100. 

J’estime donc que le moment est venu de faire connaitre aux 
médecins et aux sages-femmeés de votre département que, sur 
lavis de VAcadémie de Médecine et du Conseil supérieur 
d’Hygiéne publique, j’ai autorisé les services qui dépendent de 
mon administration a faire usage, pour la prévention de la tuber- 
culose chez les nouveau-nés, dans les conditions indiquées par la 
notice ci-jointe, du vaccin BCG préparé par l’Institat Pasteur de 
Paris. 

Il m’apparait que cette arme nouvelle et précieuse de lutte 
contre un des fléauxles plus meurtriers pour la population fran- 
caise doit étre mise a la disposition de tous et qu’il importe de 
la faire connaitre tout en laissant, comme il convient, aux méde- 
cins et aux sages-femmes I’initiative et la pleine liberté de son 
utilisation. 


Le Ministre : A. Fatuikres, 
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comme celui de la Seine-Inférieure, de l'Hérault, de la Cha- 
rente-Inférieure, de la Haute-Marne, de I'Ille-et-Vilaine, sont 
particuliérement actifs. Le Bureau de Bienfaisance de Béziers 
continue lardente campagne dont nous avons précédemment 
parlé et le Bureau d’Hygiene de la Rochelle, sous Vimpulsion 
de son regrelté directeur le Dé Guillemin, et de l’Administra- 
tion municipale, a réussi, au cours de l’année 1927, & faire 
accepter la vaccination par 85 p. 100 des jeunes méres. En six 
mois, d’avril & septembre, sur 521 naissances, 468 enfants 
avaient élé vaccinés. 

Nous voudrions enfin citer, a titre d’exemple, Vinitiative 
prise par la Compagnie des Mines de Béthune (Pas-de-Calais) 
dont le médecin-chef, le Dé Ph. Bréhon, a réussi & faire vac- 
ciner en un an, du 1” septembre 1926 au 34 aodit 1927, tous 
les enfants nés viables sur le territoire de la concession, qu’ils 
fussent ou non en contact avec des bacilliferes, soit 850 enfants, 
dont 60 en milieux contaminés et 31 en milieux suspects. 

Les sages-femmes furent chargées des opérations sous le con- 
troéle des médecins de la Compagnie qui visitent deux fois par 
mois tous les enfants du premier age. 

Parmi ces 850 enfants il y eut, au total, de zéro a un an, 
19 décés, dont aucun par maladie présumée tuberculeuse. La 
mortalité générale ne s’est donc pas élevée au-dessus de 
2,2 p. 100 enfants, et la mortalité tuberculeuse a été nulle. 


V. — Quelques remarques et observations 
sur les effets du BCG. 


Les renseignements qui nous sont obligeamment fournis par 
les milliers de confréres auxquels nous avons envoyé, sur leur 
demande, des doses de BCG, atteslent tous que l’ingestion de 
celles-ci ne provoque presque jamais d’incidents. Tres rare- 
ment on note un peu d’élévation de température dans les 
heures qui suivent, mais il faut tenir compte de ce que, chez 
le nouveau-né, l’amplitude des variations thermiques est géné- 
ralement assez marquée, de sorte qu'il est difiicile de se rendre 
compte de la part qui revient, dans celles-ci, 4 l’absorption des 
hacilles-vaccins. Il est tout & fait excepltionnel qu’on nous 
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signale des troubles physiologiques de quelque imporlance. 
Une fois cependant il est arrivé qu'une parcelle de verre, pro- 
venant de ce que l’ampoule contenant le vaccin n’avait sans 
doute pas été correctement coupée, fut ingérée par l'enfant et 
détermina un vomissement sanguinolent. L’incident n’eut d’ail- 
leurs pas d’autre suite facheuse. Mais nous tenons a le rappeler 
pour appeler l’attention sur la nécessité de bien s’assurer, lors- 
qu’on brise et qu’on verse dans la cuiller le contenu du petit 
flacon a pointe effilée, qu’aucun éclat de verre n’a été entrainé 
avec l’émulsion vaccinale. 

Dans quelques rares cas il est arrivé qu’on attribuait a 
lingestion du vaccin des phénoménes d'intolérance pour le lait 
ou l’apparition d’un peu de diarrhée. Mais il est certain que 
le BCG élait étranger & ces incidents, ainsi qu’en témoigne le 
nombre considérable de nouveau-nés, méme prématurés de 
sept et huit mois, qui ont été vaccinés sans que rien de sem- 
blable se soit produit. 

En dépouillant toutes les observations que nous possédons, 
il est impossible de n’étre point frappé de ce fait que le BCG 
est parfaitement toléré par tous les nouyeau-nés et qu'il 
ne détermine aucun trouble de la digestion ni de la crois- 
sance. 

Il provoque seulement parfois un peu de gonflement des 
ganglions lymphatiques (micropolyadénite trés légére) qui dure 
deux ou trois semaines, & partir du quinziéme ou du vingtiéme 
jour el qui s‘efface peu a peu sans laisser de traces. Cette 
micropolyadénite résulte de la dispersion des éléments bacil- 
laires et de leur rétention, de plus ou moins longue durée, dans 
les ganglions. 

Il pourrait arriver que les décés qui surviennent malheureu- 
sement avec une assez grande fréquence parmi les enfants nés 
de méres tuberculeuses (4) dans les premiers jours ou les pre- 
miéres semaines aprés leur venue au monde (et qui, nous le 
savons aujourd’hui, résultent le plus souvent d’une infection 
intra-ulérine par le virus ou par lultra-virus tuberculeux, sans 


(1) On sail que, d’aprés sa propre expérience, le professeur A. Couvelaire 
estime au chiffre de 12 décés environ pour 100 naissances le taux de cette 
mortalité précoce (sans lésion apparente qui la justifie) des enfants nés de 
méres tuberculeuses. 
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lésion placentaire) soient attribués par la famille & la vaccina- 
tion lorsqu’il a été procédé a celle-ci alors que l'enfant parais- 
sait sain. Jusqu’a présent les médecins et les sages-femmes ont 
toujours pu écarter cette suspicion qui n’est évidemment pas 
fondée. 

Mais voici ce qu’a ce sujet nous écrivait le 19 octebre dernier 
le D* Apard (de Reuilly, Indre) : 

« Puisque vous voulez bien me permettre d’exprimer mon 
opinion, je vous dirai que je pratique systématiquement la vac- 
cination BCG & tous les enfants de ma clientéle trés chargée, 
et que je n’ai personnellement constalé aucun accident, cela 
depuis deux ans et demi. 

« Est-ce 4 dire qu’il soit trés facile de faire accepter par 
tout le monde celte vaccination? Non, et je dois me dépenser 
souvent, plaider la cause, et ceci d’autant plus qu’on a imputé 
(pas des médecins, heureusement!) au vaccin la mort d’un nou- 
veau-né de ma région qui a été soigné par une sage-femme pour 
entérite aigué, sans méme qu’on m’en ait parlé. Pour qui sait 
la facile diffusion des mauvaises nouvelles, et aussi des cri- 
tiques ignorantes, vous pouvez juger de la peine que j’ai eue 
a remonter le courant, sans y étre peut-étre encore parvenu 
tout a fait. 

« A cet égard je dois vous raconter une histoire assez sug- 
gestive. En juillet dernier je me rends prés de deux jumelles 
qui venaient de naitre dans une famille touchée par la tuber- 
culose (grand-pére mort récemment de phtisie laryngée). Je 
combats la fausse nouvelle du décés par vaccination. Pour 
donner toutes garanties, j’examine les nouveau-nés, les pése, 
les déclare bien constitués, bien portants, ct je laisse le vaccin 
a prendre une heure aprés. A peine Gtais-je parti qu'une des 
enfants palit, devient inerte et, durant quarante-huit heures, se 
refuse & toute alimentation. On ne m’appelle qu’au troisiéme 
jour aupres de cette enfant qui est encore inerte, el, non sans 
une grosse inquiétude, je m’enquiers de la vaccination que je 
supposais avoir été pratiquée. Heureusement le vaccin n’avait 
pas eu le temps d’étre administré! Sans cela, aussi bien les 
parents que moi-méme, nous n’aurions pu nous empécher 
d’établir une relation de cause a effet entre ledit vaccin et la 
brusque lipothymie, et c’edt été la fin des vaccinations dans 
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ma clientele! Je dois ajouter que l'enfant a guéri sans que j’aie 
pu préciser exactement ce qui s’était produit. 

« Je m’excuse de vous narrer ce fait, mais il montre les dif- 
ficultés, sans doule insoupeonnées dans les milicux hospitaliers, 
auxquelles les médecins de campagne se heurtent pour vouloir 
suivre le progres, et aussi les risques qu ils courent pour peu 
qu'une sage-femme ou un confrére mal intentionné utilisent 
un accident de ce genre. Ce n'est pas le cas chez moi; aussi, 
convaincu du bien que nous pouvons faire dans ma région si 


frappée par la tuberculose, je continuerai & recourir au 
vaccin BCG. » 


Un fait plus surprenant, mais que nous sommes obligés de 
prendre en considération tant i] nous est fréquemment signalé, 
est la résistance qu’offrent Jes enfants vaccinés aux maladies 
intestinales si fréquentes dans le jeune age, et méme aux 
broncho-pneumonies grippales, & la coqueluche et a la rougeole. 
Beaucoup de confréres nous écrivent leurs surprises a ce sujet. 

Il n’est pas inutile que nous citions ici quelques passages des 
lettres recues par nous tout récemment. 


Dr Rodon, Ouzouer-sur-Trézée (Loiret), 8 novembre 1927: « Sur 17 enfants 
vaccinés du 3 décembre 1925 au 1e¢° novembre 1926, aucun nest décédé; un 
seul a fait une broncho-pneumonie grave dontil est parfaitement guéri. Tous 
les autres jouissent d'une santé parfaite. L’impression quise dégage jusquiici 
est que les enfants vaccinés ont une morbidité inférieure a la morbidité 
générale des enfants non vaccinés. Je vaccine actuellement systématique- 
ment tous les nouveau-nés de ma clientéle. » 


Dr P, Brault, 5, rue de Robien, Rennes (Ille-et-Vilaine), 14 novembre 1927 : 
« Je peux vous dire que les résultats des 230 vaccinations que j’ai praliquées 
avec le BCG sont excellents. Le reproche que certains font au vaccin de 
donner des troubles digestifs est absolument inexact. La proportion des 


troubles digestifs chez mes vaccinés n’est certainement pas supérieure & ce 
que l'on observe chez les non vaccinés. » 


D* Arondel, Derval (Loire-Inférieure), 13 octobre 1927: « Tous les enfants 


que j'ai soumis au BCG, malgré leurs antécédents, se développent trés bien. 
Jeserais tenté de dire mieux que Jes autres. » 


D* Télau, Baupréau (Maine-et-Loire), 25 octobre 1927: « Je regrette de 
navoir pas établi de dossier de mes expériences si intéressantes. Tout ce 
que je peux dire est qu’aucun des enfants que j'ai vaccinés depuis 1924 n’est 
mort, qu’aucun n’a présenté d’affection faisant penser a une poussée bacillaire 


VACCINATION PREVENTIVE DES NOUVEAU-NES PAR LE BCG 23 


el qu’au contraire tous ont présenté du coté des intestins une résistance telle 
que les parents eux-mémes se plaisent a le signaler. Ces enfants n’ont presque 


jamais d’affections intestinales. De plus, ils se développent plus que norma- 
lement. » 


Dt Jean Grimbert, Rilly-la-Montagne (Marne), 26 octobre 1927: « Les 
17 enfants que j’ai vaccinés depuis le 18 décembre 1924 jusqu’au 1¢" novembre 
4926 se portent fous trés bien. Le vaccin ne leur a donné aucune réaction. 
Parmi les 17 il y a & signaler particuli¢rement la petite C..., née le 14 juil- 
let 1925 dune mére tuberculeuse et qui est restée en contact avec sa mére 
jusqu’a la mort de celle-ci, pendant huit mois. Cette enfant est superbe. 16 de 
ces enfants sont déja revaccinés. Je n'ai eu parmi eux aucun décées, aucun 
malade. » 


Dt Bouffe de Saint-Blaise, professeur honoraire a la Maternité, 7. rue Balzac, 
Paris, 15 octobre 1927: « Je regrette de ne pas avoir pris une liste exacte de 
tous les enfants que j’ai vaccinés depuis trois ans avec le BCG, mais je7suis 
heurenx de vous dire que tous ces enfants, fréres ou sceurs de méningite 
tuberculeuse, ou nés de parents nettement tuberculeux, n’ont jamais présenté 
aucune manifestation d’aucune sorte de tuberculose. » 


D" Moisan. Merdrignac (Cotes-du-Nord), 45 octobre 1927: « Ces enfants sont 
en excellente santé, comme du reste tous ceux 4 qui j’ai fait prendre le BCG. 
Aucun décés ne s'est produit. » 


D' N. Herbaux, Saint-André-les-Lille (Nord), 14 octobre 1927: « Ces enfants 
sont en bonne santé. A remarquer que le petit H. R..., toujours en contact 
bacillifére et nourri par Ja mére, malgré ma défense, a fait une rougeole qui 
n'a pas laissé de séquelles. Il a actuellement deux ans. Sa mére, toujours 
malade, vit encore. » 


Dr Entéve, Savenniéres (Maine-et-Loire), 24 octobre 1927: « Cet enfant, 
Th. P..., né et vacciné en mars 1925, se développe tout a fait normalement. 
Il n’a jamais été malade. Le vaccin BCG semble avoir donné dans ce cas 
particulier des résultats surprenants puisque, comme je vous l'avais déja 
écrit, les deux autres enfants plus 4gés sont morts Lous les deux de bacillose 
4 moins d’un an; que le pére est mort entre temps de tuberculose pulmo- 
naire et que la mére a fait, elle aussi, une grosse pleurésie. » 


Dr Le Soulaine, Saint-Nazaire (Loire-Inférieure), 14 octobre 1927: « L’enfant 
née le 18 mai 1925 est superbe, pése plus que le poids moyen, ne porte aucune 
trace de tuberculose. La mére est morte tuberculeuse et parkinsonnienne. Je 
fais systématiquement du BCG, par l’intermédiaire des sage-femmes, a tous 
les enfants que je mets au monde. Aucun n’est mort de tuberculose. » > 


Dr Jean Bonnet, Calvisson (Gard), 15 novembre 1927: « Je signale l'enfant 
A. O..., né le 30 novembre 1924, de pere et mere tuberculeux. L’enfant est 
resté en contact incessant avec sa mére bacillaire jusqu’au décés de celle-ci 
en février 1927, dans de déplorables conditions d’hygiéne. Cet enfant est 
actuellement en bonne santéet il est Agé de trois ans. » 
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Nous ne croyons pas utile de nous étendre davantage sur 
ces correspondances dont pas une seule ne nous a apporté une 
note décourageante, toul au contraire. [l s’en dégage une cer- 
titude communicative de l'efficacité protectrice du BCG et de 
son absolue innocuité. De telles observations valent presque 
des expériences de laboratoire. Nous exprimons toule notre 
eratitude aux obligeants confréres qui les entreprennent et qui 
en suivent avec un si vif intérét le développement. 


VI. — La vaccination BCG et la réaction tuberculinique. 


Lorsqu’on soumet péricdiquement, tous les six mois par 
exemple, a l’épreuve de la tuberculine, soit par la cuti-réaction 
de Pirquet, soit par Vintradermo-réaction de Mantoux, les 
enfants vaccinés au BCG, on constale, ainsi qu'il a été établi 
par B. Weill-Hallé et par plusieurs de nos correspondants, que 
le nombre des sujets réagissant positivement est relativement 
faible; & Page de six mois on en trouve de 15a 20 p. 100 qui 
fournissent une réaction positive. A dix-huit mois, 50 p. 100, 
et & deux ans 60 p. 100 environ. Or, il s’agit ici exclusivement 
Wenfants vivant en contact avec des bacilliféres. 

On peut done se demander si le fait que la réaction tubercu- 
linique devient positive chez les enfants vaccinés résulte de la 
vaccination ou de l’absorption répétée, plus ou moins abon- 
dante, de bacilles virulents provenant du milieu bacillifere 
dans lequel ils sont élevés. 

La réponse a cette question peut étre fournie grace a l’expé- 
rimentation sur les animaux. Celle-ci montre que lVingestion 
de BCG fait apparaitre la sensibilité 4 la tuberculine aprés des 
temps variables suivant la quantité de bacilles absorbés et aussi 
suivant lige des animaux. Méme chez les cobayes adultes, ainsi 
que l’ont établi nos propres recherches et celles, plus récentes, 
de Nélis dans notre laboratoire (1), la sensibilisation a la tuber- 
culine peut étre aisément déterminée par l’ingestion de 4 doses 
de 10 centigrammes de BCG, & quarante-huit heures d’inter- 
valle. Mais elle n’apparait qu’entre le premier et le deuxitme 


(1) Ces Annales, 1926, février, p. 104 et Soc. de Biologie, 26 novembre 1927. 
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mois aprés ingestion de cette dose massive, et elle se maintient 
pendant six & dix mois, puis disparait. 

C'est une notion généralement admise, surtout en Alle- 
magne, que l'état d’immunité ou de résistance aux réinfections 
tuberculeuses ne peut exister que chez les sujets qui réagissent 
ala tuberculine. Si cela était vrai, il faudrait considérer comme 
inefficaces les vaccinations au BCG qui ne provoquent pas 
rapidement, en deux ou trois semaines, !’apparition de la sen- 
sibilité tuberculinique. Telle est, du moins, Vopinion qu’a 
émise Nobel, assistant de la clinique pédiatrique de Pirquet & 
Vienne. 

Or les constatations expérimentales prouvent jusqu’a l’évi- 
dence que cette conception est erronée. Nous avons démontré 
depuis longtemps par nos expériences sur les jeunes bovins, 
puis sur les rongeurs du laboratoire, qu’i! ne faut pas confondre 
le simple parasitisme cellulaire par le bacille de Koch avec la 
lésion folliculaire, qui seule, lorsqu’elle existe, crée la sensibilité 
ala tuberculine. 

Un organisme peut étre parasité par le bacille de Koch pen- 
dant tres longtemps, lorsque ce bacille est peu ou pas virulent 
(comme dans le cas du BCG), sans qu'il en résulte la formation 
de lésions folliculaires. C’est ce qui arrive pendant toute la 
période ante-allergique chez le cobaye ou chez le veau, comme 
chez enfant. C'est ce qui arrive aussi quand les organismes 
ont triomphé d'une infection légére et qu’étant apparemment 
guéris ils cessent de réagir & la tuberculine, mais n’en conser- 
yent pas moins, pendant plus ou moins longtemps encore, une 
résistance manifeste aux réinfections (1). 

Les expériences faites dans notre laboratoire par A. Boquet 
et L. Négre ont nettement montré que les protéines bacillaires, 
de méme que les injections de bacilles tuberculeux morts, de 
bacilles aviaires ou de paratuberculeux, sensibilisent les ant- 
maux A la tuberculine sans leur conférer aucune immunité 
appréciable. Immunité et hypersensibilité tuberculinique sont 
donc deux états distincts et indépendants des organismes infectés 
par le bacille de Koch. 


(1) Voir ces Annales, mai 192% et « La vaccination préventive contre la 
tuberculose par le BCG » (Masson, éditeur), 1927, p. 78 et 144. 
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Avec le BCG, aux doses que nous employons per os chez 
l’enfant, il n'est pas douteux, — contrairement a ce que croit 
E. Nobel, — que les bacilles soient absorbés, car ils déter- 
minent (comme il est facile de l’observer chez les animaux, 
surtout chez le cobaye) un léger engorgement ganglionnaire 
eénéralisé (micropolyadénite) qui dure deux ou trois semaines, 
parfois davantage, puis qui sefface. 

D'ailleurs, nous possédons d’abondantes preuves de cette 
absorption. Entre autres celle que nous avons déja citée d'un 
enfant hérédo-syphilitique, né de mére tuberculeuse, vacciné 
dés sa naissance, isolé et élevé dans un box a lhépital Pasteur, 
mort & l’4ge de six mois, et a l’autopsie duquel des éléments 
de BCG furent retrouvés, sans la moindre lésion tuberculeuse 
microscopiguement décelable, dans les ganglions du médiastin 
et mésentériques. L’inoculation de ces ganglions et du produit 
de broyage de la rate de l'enfant & toute une série de cobayes 
laissa ces animaux parfaitement indemnes. 

Comment du reste peut-on contester que, chez le jeune 
enfant, ainsi que chez le jeune animal a la mamelle, les corps 
microbiens et méme les antitoxines passent avec une grande 
facilité a travers la muqueuse intestinale? Ce fait a été établi 
par les expériences déja anciennes d’Ehrlich, de Behring, de 
Disse en Allemagne, de Vaillard, de nous-mémes et, tout récem- 
ment, de Ramon et Nattan-Larrier en France. 

Le fait que la sensibililé tuberculinique n’apparait pas tou- 
jours, ou quelle est habituellement tardive chez les enfants 
vaccinés, tient & ce que le BCG (sauf lorsqu’il est absorbé a 
dose massive) ne détermine pas, en général, de léstons follicu- 
laires dans les organes lymphatiques. er! 

Sil en détermine, — ce qui peut arriver quelquefois, — ces 
lésions guérissent spontanément, mais pendant tout le temps 
qu’elles existent enfant réagit & la tuberculine. Sil ne s’en 
produit pas, l'enfant est et demeure longtemps parasité par les 
bavilles inoffensifs et ne réagit pas & la tuberculine. Il n’en 
acquiert et n’en conserve pas moins, — comme nous le consla- 
tons chez nos animaux d’expériences, — ce/te résistance aux 
réinfections virulentes qui caractérise l'immunité antituber- 
culeuse. 


Lorsque des enfants, immunisés par le BCG, vivent en con- 
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tact infectant, ils se contaminent forcément avec les hacilles 
virulents de leur entourage, et ceux-ci peuvent déterminer dans 
leur organisme des lésions folliculaires, ou méme la formation 
de éubercules (c’est ce que nous observons tres bien chez les 
veaux vaccinés, exposés ensuite & des contaminations massives), 
et alors ils réagissent & la tuberculine comme s’ils n’avaient 
pas regu de BCG. Mais le BCG qu’ils ont recu leur donne la 
faculté de résister aces réinfections virulentes qui sont, poureux, 
inoffensives, alors qu’elles évolueraient vers une tuberculose 
plus ou moins grave chez les sujets non préalablement vaccines. 

Tout cela est trés clair pour nous qui avons longuement 
expérimenté sur ce sujet. Mais, en Allemagne surtout, on ne 
coneort pas Vexistence d’une immunité tuberculeuse sans lésion 
luberculeuse, donc sans sensibilisation a la tuberculine, et c'est 
une erreur. I] faut admettre, parce que c’est l’expression de la 
vérilé, quil existe des infections bénignes (semple parasilisme 
cellulaire par des bacilles peu virulents) et que, dans de tels cas, 
any a pas de sensibilisation a la tuberculine. Celle-ci n’appa- 
rait que lorsque des /ésions folliculaires ou des tubercules se 
constituent et que s’établit cette symbzose du bacille avec la 
cellule que nous avons comparée au dichen et qui devient la 
cellule tuberculeuse. 


DOCUMENTS 


Nombre d’enfants vaccinés au BCG, en France, par mois, 
depuis le 4°" juillet 1924. 
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Sur 3.808 enfants vaccinés, de 0 a 4 an, en contact tuberculeux, 
sont morts de maladies présumées tuberculeuses : 
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. 34, soit 0,9 p. 100. 


Décés signalés d@enfants de 0 a 1 an vaccinés au BCG en milieu 
indemne ou sans contact tuberculeux connu. 


CAUSES NOMBRE AGE 
( 4 de 48 jours. 
Athrepsie . 6 dont { 4 de 1 mois. 
41 de 2 mois. 
Bronchitexcaplairen eee 2 6 mois. 
4 de 5 mois. 
Broncho-pneumonie grippale. . . 4 dont } 4 de 6 mois, 
2 de 8 mois. 
Broncho-pneumonie suite de coqueluche. 2 dont : oy Memmi 
442 mois. 
Cause inconnue. . . 3 dont | 444 mois. 
{ 4 a5 mois. 
Congestion pulmonaire. 4 9 mois. 
Convulsions a 5 mois. 
2 a4 6 semaimes. 
2 4 2 mois. 
2a 3 mois. 
Gastro-entérile . 15 dont : : ‘ gee 
2 a5 mois. 
4a 6 mois. 
148 mois. 
4a 12 mois. 
Hémophilie . 4 4 mois. 
444 mois. 
Hérédo-syphilis. . 3 dont 2445 mois. 
( J a 6 mois, 
Lésion cardiaque congénilale J 141 mois. 
Pharyngite ulcéreuse. . . 1 1 mois 1/2. 
RoOuUseOlee. tase. : 4 40 mois. 
i Woune Rare MER enGes: Gk oes 41 déceés. 
NOTA — dAucun enfant de 0 a1 an, vacciné au BCG, en milieu non lubercu- 


leux, nest mort de maladie présumée tuberculeuse. 
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Sur 3.808 enfants vaccinés de 0 4 4 an, en contact tuberculeux, 
sont morts de maladies non tuberculeuses : 


CAUSES 


Accident (chute) . 


Athrepsie. . 


Broncho-pneumonie grippale . . 


Broncho-pneumonie suite de coqueluche 


Cause inconnue 
Choléra infantile. . 
Congestion pulmonaire. , 


Convulsions 


Coqueluche. . 


Débilité congénitale 


Gastro-entérite. . 


Hérédo-syphilis ot 
Infection pneumococcique . 
Lésion hépatique congénilale 
Maladie bleue. .... 


Malformation cardiaque congénitale . . . 


Mastoidite 
Mort subite. .. . 


Occlusion intestinale . 
Otite (suite de grippe). . 
Pemphigus. . 


[ROWS 6G 6.6 Ao & 


NOMBRE 


4 


/ 
14 dont : 


4 dont 


4 dont 


29 dont 


ee aoe 


dont 


2 dont 


34 décés. 


AGE 
mois. 
de 2 43 sem. 
4 4 mois. 
2 mois. 
3 mois. 
4 mois. 
5 mois. 
3 mois. 
5 mois. 
a 6 mois. 
4 8 mois. 
a 9 mois. 
2410 mois. 
446 mois. 
4 a 41 mois. 
4441 mois 41/2. 
1 a 3 mois 1/2. 
44 mois 1/2. 
4 a 8 mois. 
4 441 mois. 
8 mois. 
143 mois. 
146 mois. 
4 47 mois. 
4 4 11 mois. 
1 & 3 semaines. 
246 semaines. 
4 a2 mois 1/2. 
9 de 2 & 3\'sem. 
5 a2 mois. 
4 
6 
2 
2, 
ui 
4 
2 
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a 3 mois. 
a 4 mois. 
a 5 mois, 
a 6 mois. 
4 8 mois. 
a 10 mois. 
4 41 mois. 
5 mois 1/2. 
42 mois. 
2 semaines. 
7 mois. 
6 semaines. 
42 mois. 
4 42 mois 1/2. 
1a9 mois. 
41 mois. 
6 mois. 
6 mois. 
441 mois 1/2. 
445 mcis. 
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Enfants de 4 a 3 ans 1/2, vaccinés au BCG, en contact avec Bacilliféres. 
Répartition par départements, Age, nature des contacts 
et décés. 


AGE 
AU 1°? DECEMBRE CONTACTS 
4927 


DEPARTEMENT 


NUMEROS 
REVACCINES 


Mére 
DECES TUBERCULEUX 


DECES NON TUBERCULEUX 


Pére 
Mére et pére 
Grands-parents 
ou collatéraux 
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AGE 
au 1° DECEMBRE CONTACTS 
1927 


DEPARTEMENT 


REVACCINES 


NUMEROS 
DECES TUBERCULEUX 


DECES NON TUBERCULEUX 


| Plus de 3 ans 
Mére et pére 
Grands-parents 
ou collatéraux 


eed 


Haute-Marne 

Mayenne. 

Meurthe-el- Miose tle 
Mewse...~ 
Morbihan . . 
Moselle. . 

Niévre. . 

Nord 

Oise. 

Orne 

Paris (sans les hopitany). 
Pas-de-Calais. . whed 
Puy-de-Dome . 
Basses-Pyrénées. . 
Hautes-Pyrénées .. . 
Pyrénées-Orientales. . 
Bas-Rhin . . 
Haut-Rhin. .. 
Rhone. 

Haute-Sadne 
Saodne-el-Loire 

Sarthe 

Savoie A A eee 
HautesSavore.s «i.e 
Seine (hors Paris). . 
Seine-Inférieure (4 
Seine-et-Marne 
Seinie-et-Oise . . 
Deux-Sévres. . 
Somme . 

Tarn-et- Garonne 

\YES0 ty See ee eh 
Vaucluse . 

Vendée 

Vienne al. 
Haute-Vienne. . 
Voseest,, 22. (as eee 
Yonne nla paee 4 
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VACCINATION PREMUNITIVE ANTITUBERCULEUSE 
PAR LE BCG 
EN ALGERIE, DE 1924 A 1927 


par Eom. SERGENT et H. ROUGEBIEF. 


Nombre total des enfants prémunis depuis le 4 novembre 1924 
‘jusqu’au 1*" décembre 1927: 4.308. 

Sur ce nombre de 1.308 enfants prémunis, il yen a 564 dont 
la date de la vaccination est antérieure & un an et qui sont donc 
digés de un a trois ans. 

Parmi ces 564 enfants prémunis depuis plus d’un an, 
208 ont pu étre suivis, dont 62 ont vécu en contact avec des 
bacilliféres, et 446 n’ont pas eu de contacts tuberculeux 
connus. 

I. Mortalité générale par toutes causes de maladies pour 
ensemble des enfants de un a trois ans prémunis : 34 morts 
sur 208, dont 3 sur 62 enfants en contact, et 31 sur 146 enfants 
sans. contact connu. 

II. Mortalité par tuberculose chez les 208 enfants prémunis 
de un a trois ans: 4 cas douteux (« méningite tuberculeuse? 
sous toutes réserves», nous écrit le médecin, le. D" Barraud, 
de Constantine), Ce cas douteux appartient a la catégorie des 
146 enfants sans contact connu. Aucun cas signalé dans la caté- 
gorie des 62 enfants en contact avee des bacilliferes. Done 
1 cas (de cause trés douteuse) sur un total de 34 décés. 

D’aprés la seule stalistique connue (1), qui a élé relevée.a 
V Hopital de Mustapha, 15 a 20 p. 100 des déces d’enfants de 
z6ro atrente mois sont dus, 4 Alger, 4 la tuberculose. 


(Institut Pasteur d' Algérie.) 


(4) G. Lemaire, C. R. des Travaux du Bureau municipal d@Hygiene a Alger 
* pour 1922-7923. 


ETUDES SUR LA MICROBIOLOGIE DU SOL 


(TROISIEME MEMOIRE) 


SUR LE POUVOIR FIXATEUR DES TERRES 


par §. WINOGRADSKY, en collaboration avec Mme J. ZIEMIECKA. 


I 


Les Azotobacters sont envisagés unanimement comme les 
agents les plus actifs de la fixation. C’est done de leur présence 
et de leur état d’activité que dépend en premier lieu le pouvoir 
fixateur d’une terre. 

La question de savoir si ces microbes sont répandus dans le 
sol a suscité, dés leur découverte, de tres nombreuses recher- 
ches. La méthode standard, dont on se seryait, consistait & 
ensemencer le liquide de Beijerinck (soit une solution a 
2 p. 100 de mannite, additionnée de phosphate de potasse et 
quelquefois de carbonate de chaux) avec quelques grammes de 
terre. On a constaté que la moilié environ des échantillons 
ne donne pas de culture dans ce milieu, mais la méthode 
est trop pen sensible pour mériter confiance : le manque 
de culture pouvait trés bien résulter non pas de l’absence 
de germes dans la terre, mais de leur rareté, ou de leur 
inactivité, ou enfin des condilions peu favorables que leur 
offrait le milieu liquide (concurrence des anaérobies) (1). [1 se 
peut done que les échantillons 4 densité faible fussent enregis- 
trés a tort comme complétement dépourvus de germes Azofo- 
bacters. En somme, cette méthode, originairement employée par 
Beijerinck pour découvrir ces microbes dans le sol et pour en 
avoir des cultures, n’était bonne que pour ce but. Trop rudi- 
mentaire, elle était impropre a I’étude de la répartition des 
Azotobacters dans la nature et 4 celle de la détermination de 
leur role, car le fait seul de la présence des germes ne dit rien 


(1) Voir le deuxiéme Mémoire, ces Annales, 40, juin 1926, p. 459. 
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sur ce role quand on n’a aucune idée de leur nombre, ou 
mieux, de leur densité dans le milieu. 

Pour étudier l’activité des fixateurs dans le sol, on s’en 
tenait essentiellement & la méme méthode, mais on augmen- 
tait la dose de terre ensemencée jusqu’d 10 p. 100 du milieu 
liquide. On laissait les cultures a l’étuve pendant deux semaines 
et jusqu’a un mois, et on dosait finalement le gain en azote ; ce 
gain, qui variait d’un échantillon & l'autre, était considéré 
comme l'indice du pouvoir fixateur d’un sol donné. Avait-on 
raison de l’admettre? Nous ne le croyons pas. 

Une augmentation de la dose de terre ensemencée est, certes, 
susceptible d’accenluer les caractéres des cultures provenant 
des terres que l’on compare ; mais pour que des expériences de 
ce genre puissent servir & une étude comparée, il est néces- 
saire d’introduire le temps dans la comparaison (voir Joc. cit., 
p-. 514), c’est-a-dire de délterminer |’énergie ou la rapidité du 
processus déclenché par la terre. On verrait alors une terre 
riche en germes arriver plus tot a la décomposition de la méme 
dose de mannite, en produisant un gain maximum; ou bien 
montrer un certain gain au bout dun délai plus court. 
On n'y a pas songé: le délai d'incubation était toujours suf- 
fisamment long pour que les cultures des terres riches en 
germes spécifiques, ou plus pauvres, puissent aboutir sensi- 
blement au méme effet. Si l'on constatait tout de méme des 
variations dans leffet final, il y avait plutdt raison de croire 
qu’elles résultaient de conditions propres aux cultures liquides, 
et non aux échantillons, qui ne faisaient que les déclencher. Et 
il parait probable que toutes ces variations n’étaient produites 
que par l’ingérence du facteur anaérobie, impossible 4 éviter 
dans ce milieu. S’il parvenait 4 dominer, le gain tombail; il 
montait si c’étaient les Azotobacters qui avaient le dessus, ce 
qui conduisait & toute une gamme d’effets correspondant & la 
balance des deux phénoménes. 

La méthode n’était done basée que sur un malentendu. Elle 
est impropre & donner une idée, méme sommaire, de I’activité 
des Azotobacters au sein du sol], soit du pouvoir fixateur de 
celui-ci. 

Une seconde méthode, duea Christensen, est basée sur le pro- 
cessus de décomposition de ]a mannite incorporée au sol. On 
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suit sa marche au moyen d’une méthode ‘de litrage par le per- 


manganate ; ces dosages sont répétés tous les cing jours pen- 
dant um mois. 

Le processus est-il paralléle & la fixatiom et y a-t-il un rap- 
port assez constant entre la mannite détruite et l’azote fixé dans 
ces conditions? On ne sait la-dessus rien de précis. Des faits 
connus, ainsi que des observations nouvelles dont il sera ques- 
lion dans ce mémoire, conduisent plutot a croire que la valeur 
de ce rapport est fonction du régime azoté des sols, lequel, 
comme on le sait, varie beaucoup. C’est dire qu'il faudrait en 
tenir compte, ce qui compliquerait la méthode jusqu’a l’impos- 
sibilité de s’en servir. 

La méthode n’est done fondée que sur une convention bien 
diseutable. Elle n’a rien de microbiologique, ne prévoyant 
aucune étude des agents microbiens. Elle est, enfin, trop longue 
et’ peu pratique pour servir & des épreuves nombreuses et cou- 
rantes. 

Kn résumé, on est obligé de reeonnaitre que les travaux 
antérieurs sur les deux questions posées — répartition et aeti- 
vité — wont apporlé quune (méthode imparfaite pour |’étwde 
de la répartition tanlis qu’une méthode pour déterminer /’acte- 
vité de la population spécifigue au sein {du sol ou le, pouvoir 
fizateur de la terre fait encore entiérement défaut. 


I 


L’importance dune méthode rapide et sire pour comparer 
le pouvoir fixateur des sols est manifeste, car ce me sont que 
des épreuves nombreuses et suivies qui permettront d’élucider 
les conditions: favorisantes ow!entravantes dans les sols diffé- 
rents. 

Comme’l’un de nous l’a précisé alleurs (/oe. cit.), la méthode 
doit donner les moyens de déterminer non seulement la. pré- 
sence de germesspécifiques dans le milieu naturel, mais encore 
leur densité et leur état d activité dans le sol méme.. La tech- 
nique des opérations élaborées pour servir a ces fins a été 
décrite en détail doc. ett. 

Le procédé comprend : 1° Les grandes plagues (20 centi- 


métres de diamétre) de silico-gel Glectif ensemencées avec . 
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1 gramme, poids sec, de l’échantillon de terre ; 2° les cultures 
spontanées ou naturelles dans la terre méme, en couche meuble 
ou moulée en plaques. 

La premitre opération est destinée spécialement a déter- 
miner la densité totale des germes Azotobacters dans le sol. 
Tous ces germes, quel que soit leur état d’activité, sont censés 
pulluler sur ce miliew électif parfait. Ils y sont répandus avec 
la terre qui les héberge bientdt aprés la prise de |’échantillon, 
done sans subir ni culture, ni quelque influence que ce soit, 
susceptible d’agir sur leur nombre ou état. La densité des 
colonies parues sur la plaque est done le reflet assez immédiat 
de la densité de la population spécifique dans la terre. On 
verra surgir autant de centres de végétation sur la plaque, 
qu'il y a ew de « colonies naturelles » (groupes compacts que 
forment ces microbes) dans le gramme de terre répandu; et 
ces colonies seront assez largement disséminées sur les 
300 cent. carrés de surface de la plaque, pour qu'on puisse les 
compter avec une exactitude suffisante méme dans le cas d’une 
densité maximum, & condition de le faire au bout de quarante- 
huit heures au plus tard. 

Remarquons que les colonies des Azotobacters, byalines ou 
blanches sur fond blanc, sont malaisément visibles, de sorte 
que si l'on tient 4 l’exactitude, on est obligé de dénombrer en 
se servant d’une faible loupe et en marquant les colonies au 
moyen dun pinceau trempé dans un colorant. Quand il s’agit 
de densité tres grande, il suffit de dénombrer une certaine 
partie de la surface & travers une lame de verre quadrillé et 
de déterminer le total par un calcul. 

La densité des Azotobacters, déterminée par cette méthode 
si directe, est un facteur des plus importants pour juger de 
Factivité de la terre. Ce serait pourtant une erreur que 
dadmettre un état actif perpétuel de la part des germes dont 
on constate la présence dans le milieu naturel; nul doute qu’ils 
ne sy maintiennent bien souvent qu’& l'état de repos, de vie 
jatente, réduils & cet état par l’influence de conditions défavo- 
rables & leur pullulation. La densité des germes n'est done pas 
toujours lexpression de leur activité. Kn effet, des observations 
antérieures nous avaient déji démontré (loc. ert.) que Von 
trouve beaucoup d’échantillons de terre bons @ ensemencer les 
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erandes plaques, mais impropres a donner des cultures 
spontanées; ce qui veut dire que les germes se refusent a pul- 
luler dans la terre qui les héberge, tout en pullulant volontiers 
hors d’elle sur un imilieu approprié; la terre Jeur est donc 
devenue infertile, et c’est évidemment cette infertililé qui les 
force a l'état de repos. On voit importance des cultures spon- 
tanées que l'on peut envisager comme une épreuve spéciale de 
activité des germes Azotobacters dans le sol. 

Il est vrai qu'un maximum de densité est toujours lié 4 un 
état actif; qu'un minimum, au contraire, & un étal inactif. 
Mais, quant aux valeurs intermédiaires, il est souvent difficile 
a décider si la courbe de la population spécifique est en train 
de monter ou de descendre. Supposons, par exemple, qu’il y 
ait arrét récent de la végétation par suite de l’épuisement de 
quelque aliment indispensable, disons de l’acide phosphorique, 
ce qui est un cas bien réel : la densité des germes au moment 
de l’épreuve pourrait se montrer encore assez élevée, mais 
quant a leur activité elle pourrait étre déja éteinte; on verra, 
en effet, cette terre, ne plus donner des cultures spontanées, 
tout en provoquant |’éclosion d’assez nombreuses colonies sur 
silico-gel. La combinaison des deux opérations pour juger du 
pouvoir fixateur est, par conséquent, désirable. 

La question de savoir quelle est la cause de celle infertilité, 
qui frappe tant dans les expériences avec les cultures spon- 
tanées, s’orienle tout naturellement vers les anciennes obser- 
vations (Gainey, Christensen, Stoklasa, Niklas, Waksman et 
autres) qui ont démontré l’imporlance de la basicité du sol (pré- 
sence de calcaire) et de l’acide phosphorique assimilable pour 
ces organismes. De plus, lidée s’impose qu'il ne peut s’agir dans 
ce cas que de substances minérales, comme cause immédiate 
d’infertilité, la maliére énergélique étant en exces et toutes les 
conditions nécessaires 4 la végétation étant remplies. L’idée 
de combiner |’épreuve de la culture spontanée avec la recherche 
du facteur limitant minéral est done tout indiquée. Il suffit 
pour ce but d’ajouter a la terre du carbonate de chaux ou du 
phosphate soluble : si ce sont ces sels qui manquent & la ferti- 
lité, on verra les portions amendées produire des végétations 
notables d’Azolobacters, tandis que les portions non traitées, 
ou traitées & lort, restent désertes. 
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Les couches de terre meuble donnent des résultals paralléles 
avec les plaques de terre moulée (loc. cit., p. 463 passim, 
p. 495 passem); il est done plus pratique d’employer ces 
derniéres, qui ne demandent pas d’étude microscopique. 

Quant & la technique de la préparation de ces plaques, 
décrite foc. cit., on a appris dans la suite des recherches a 
Vadapter & la qualité des échantillons de terre. Avec les terres 
lourdes, suffisamment plastiques, on s’en tient & la poudre 
d’amidon comme substance énergétique; tandis qu’avec des 
terres légéres on la remplace par de la mannite a la dose de 
1 p. 100, et on ajoute en surplus a la terre jusqu’’ 20 p. 100 
de Kaohn lavé médicinal en pondre, préalablement stérilisé, 
pour augmenter sa plasticité. 

Cette modification s’est montrée nécessaire par le fait que 
des terres légéres, riches en germes, n’ont pas donné de colo- 
nies bien visibles; mais aussitét qu’on a remplacé l’amidon par 
la mannite, un nombre immense de ces colonies a surgi au bout 
du délai réglementaire de quarante-huit heures. La raison de 
cette dilférence est probablement a chercher dans ce que les sols 
argileux contiennent beaucoup plus d’anaérobies, qui agissent 
rapidement sur l’amidon en le transformant en dextrine, l’un 
des aliments de prédilection des Azotobacters (Oméliansky); 
tandis que, dans les sols légers, tres pauvres en anaérobies, 
cette transformation marche probablement & une allure insuf- 
fisante pour une pullulation massive de ces fixateurs. On pren- 
dra donc l’une ou l'autre de ces substances, selon les qualités 
de l’échantillon de terre. 

Pour préparer les plaques, on fait passer une quantité suffi- 
sante de terre par un tamis de 2 millimétres; on y incorpore 
soigneusement 5 p. 100 de poudre d’amidon, ou 1 p. 100 de 
mannite; on divise en trois (ou quatre) portions, dont lune, 
marquée 0 (zéro), est travaillée en pate avec de l'eau diene’ 
la seconde, marquée Ca, de méme, mais aprés addition de 
2-3 p. 100 de carbonate de chaux; enfin, la troisiéme est rendue 
pateuse au moyen d'une solution a 4 p. 4.000 de phosphate 
mono- et bisodique donnant un pH égal & 7,0-7,1. On peut 
ajouter encore une quatriéme addilionnée d'un sel potassique, 
ou d’autres encore, amendées par des combinaisons de ces 


substances minérales. 
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Les pates sont formées en plaques de la maniére déja décrite. 

Si les trois plaques de la série laissent paraitre au bout de 
quarante-buit heures & 30° de nombreuses colonies, sans qu'il 
y ait différence entre leur nombre ou développement, on con- 
clura que l’échantillon est suffisamment pourvu de chaux et 
dacide phosphorique (voir fig. 1). Si, au contraire, les colonies 
nont apparu que sur la plaque Ca (voir fig. 2). ou sur la 
plaque P (voir fig. 3 et 4), on en déduira que c’est le manque 
de ces substances qui rend la terre infertile et qui réduit les 
fixateurs a l’inactivité. 

Comme on le voit, ce genre d expérience, bien simple, peut 
donner des réponses trés netles touchant & des qualités impor- 
tantes du sol et & son aptitude a la fixation. 

En résumé, les deux eatégories d’épreuves nous renseignent : 
Je sur la densité totale des germes Azotobacters dans la terre ; 
2° sur leur état d’activité ; 3° en cas d’inactivilé, sur ses causes 
immédiates en tant que déficit en substances. minérales, acide 
phosphorique et calcaire, en premiere ligne. 

Ce défieit, comme cause déprimante de lactivité fixatrice, a 
6té be plus facile & saisir; aussi a-t-il été déja mis en relief par 
les aneiennes recherches. Mais si cette cause s’est imposée & 
tous les observateurs, ce n’est que parce qu’on s'est tenu a des 
conditions d’expérience, ou elle pouvait agir, de méme que 
dams les nétres, comme facteur limitant. 

Pour avoir une idée compléte de ¢ous les facteurs dont. dépend 
le pouvoir fixateur, il importe de discuter ¢owtes les conditions 
spéciales, qui sont indispensables & |’existence de ses fixateurs 
dans le miltew naturel, ce que nous ferons dans le paragraphe 
suivant. 


IT] 


Les pullulations, ou qu’ellesaient lieu, se font, bien entenda, 
aux dépens de la matiére hydrocarbonée, source de carbone et 
dee hd ? {. if s x 0 r 
d’énergie. Cest donc elle qui est & considérer avant tout. 

Malheureusement, on touche ici & une lacune des plus 
sérieuses dans nos connaissances sur la fixation naturelle. 
Quelles sont les substances qui y tiennent lieu de celles dont 
se servent les microbiologistes dans leurs expériences de fixa- 
tion ? On n’en sail rien de bien précis. 
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Hl est vrai que des matiéres végétales enfouies dans le sol 
peuvent fournir par place des sucres et amidons; on sail, d’un 
autre coté, que les Azotobacters sont capables d’utiliser un assez 
grand nombre d’alcools et d’acides organiques divers. Il n’en 
est pas moims vrai que ces sources ne paraissent pas pouvoir 
entretenir partout dans le sol wn processus aussi « codleux » 
que Fest la fixation, si fon songe surtout. que le rapport le plus 
favorable de azote fixé & la substance dépensée (mannite) n'a 
jamais dépassé 1: 100. 

Plesieurs réponses & cette question sont possibles et.ont été 
avancées réellement, savoir : 1° utilisation des substances dites 
humiques pour la fixation; 2° symbiose avec les ferments de la 
cellulose ; 3° symbiose avec les algues ; 4° sécrétion radicellaire 
des plantes supérieures, qui fourniraient la matiére énergétique 
aux fixateurs habitant leur « rhizosphere ». 

Des expériences intéressantes ont été exécutées par différents 
savants pour appuyer ces opinions, mais aucune n’est assez 
démonstrative, non seulement pour entrainer la conviction, 
mais méme pour seryir de base solide a la discussion. La ques- 
tion reste donc largement ouverte, et nous regrettons de dire 
que nos propres recherches, encore inédites, ne l’ont pas 
avancé, pas plus que celles qui les ont précédées. 

Dans les expériences sur la fixation dans le sol on est obligé 
d'éliminer cette question par l’addition d’une matiére énergé- 
tique favorable au processus, la mannite, quoiqu’elle ne soit 
pas celle quisert a cette fin dans le milieu naturel. Du reste, 
lexpérimentateur est forcé « d’enrichir » le sol par cet artifice, 
car autrement il ne donnerait pas de culture spontanée, ni ne 
produirait pas de fixation assez importante pour pouvoir la 
constater par l’analyse aw bout d’un délai pas trop démesuré- 
ment long. Nos cultures spontanées différent donc du sol par la 
qualité et la quantité de la substance énergélique, et e’est une 
concession sine gua non aux nécessités: d’un travail expéri- 
mental. 

Cette: différence est-elle suffisante pour imprimer & ce geare 
d’expérience un tour artificiel, comme on Pa prétendu? Iln’y a 
aucune raison de l'admettre, si l'on songe que les caractéres 
physiques, chimiques, biologiques surtout, du sol, restent 
intacts, sauf une richesse plus grande en matiére énergélique, 
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ce qui ne peut avoir pour conséquence qu'une intensité plus 
erande du phénoméne. Les observations qu’on trouvera dans 
la suile viendront appuyer cette opinion. 

Une seconde condition trés importante, dont dépend l’activité 
des Azolobacters dans le sol, touche & l’azote disponible qu’il 
contient. Cet azote disponible est, comme on le sait, principa- 
lement al’état de nitrates et de sels ammoniacaux. On a souvent 
constaté que ces composés sont trés bien assimilés en culture 
pure en couvrant tous les besoins en azote de |’ Azotobacter, 
lequel ne fixe plus l’azote gazeux dans ces conditions. Mais 
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quant aux cultures brutes, les premiéres recherches ont déja 
établi qu'un milieu n’est électif pour les fixateurs qu’a condi- 
tion d’étre dépourvu d’azote combiné. 

On était done fondé a croire que dans le sol la méme condi- 
lion négative serait nécessaire pour déterminer une pullulation 
dominante de fixateurs. Les expériences avec les cultures 
spontanées ont pleinement confirmé cette maniére de voir 
(Joc. cit., p. 463, passim). Elles ont permis de conclure que 
l‘apport de doses minimales d’azolte combiné a pour effet de 
modifier la nature des pullulations en éliminant les fixateurs, 

Restait & démontrer que la fixation est réellement entravée 
dans ce cas et a déterminer les doses qui suffisent pour la 
supprimer complétement. Du moment qu'il s’agissait d’un 
facteur biologique, il était le plus avantageux d’employer la 
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méthode des plaques de silico-gel, qui reproduisent une sorte 
de sol idéal n’ayant qu'un plan étalé devant nos yeux et pré- 
senlant toutes les facilités pour suivre l’éclosion et le dévelop- 
pement de différentes pullulations et leurs rapports quali- 
tatifs et quantitatifs. Du reste, ces plaques se prétent beaucoup 
mieux aux dosages exacts que la terre. 

Cette série d’expériences a été exécutée au moyen des 
méthodes décrites loc. cit. (voir expériences de fixation, p. 302, 
passim). La dose de mannite était 2 grammes par plaque. 
Toutes les plaques ont été ensemencées avec le méme échan- 
tillon de la terre espalier et tenues a l’étuve & 30° pendant 
sept jours, délai plus que suffisant pour la décomposition totale 
de la mannite (délai normal pour celte terre, cing jours). Pour 
chaque dose d’azote nitrique, on prenait deux plaques. Les 
résultats sont résumés sur le tableau ci-aprés et sur le 
graphique de la page 44. 


Fixation en présence de l'azote nitrique. 


AZOTE NITRIQUE GAIN EN AZOTE MOYENNE 
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en miligrammes en miligrammes en milligrammes 
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Sur le graphique, les chiffres sur l'axe des abscisses — 5, 10. 
15, 20, etc. — sont les doses d’azote nitrique en milligrammes 
ajoutées dans les différentes expériences. Les ordonnées corres- 
pondenta l’azote fixé par plaque. A zéro d’azote nitrique le gain 
est en moyenne un peu au-dessus de 20 milligrammes. La baisse 
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dece gain commence aussildt que |’on ajoute de l’azote nitrigue ; 
elle est continue et de plus en plus rapide 4 mesure quon 
élove la dose; Je gain est réduit & zéro quand celte dose 
s'approche de 30 milligrammes. Autrement dit, il y a en 
moyenne perte de deux tiers de milligramme d’azote fixé pour 
un milligramme d’azote nitrique ajoutée; et le rapport de 
Yazote nitrique & la mannile supprimant toute fixation aux 
dépens de cette substance est environ un et demi pour cent. 

Toutes les plaques étaient soumises i un examen quotidien 
et on notait leur état, surtout au bout de quarante-huit heures, 
quand les colonies faisaient leur apparition, de quatre et de six 
jours, quand commeneait ct finissait le brunissement des 
colonies Azotobacters, en marquant nettement les places 
occupées par elles sur la surface des plaques. 

Voici les notes sur les observations macroscopiques: et micros- 
copiques, se rapportant a ce sujet. 


1. Plaques a 1 milligramme d'azote nitrique. Quarante-huit heures. Colonies 
Azolobacters environ 3 000. Léger mélange de bacilles a spores. 

Quatre jours. Plaques entiérement brunies. En somme, presque aucune 
différence avec les plaques témoins. 

2. Plaques a 3 milligrammes d’azote nilrique. Quarante-huit heures. Colonies 
Azolobacters nombre peu diminué. Beaucoup de grands bacilles. 

Quatre jours. Brunissement partiel. 

Six jours. Grandes taches brunes, coupées par des ilots blancs. 

3. Plaques a 5 milligrammes dasole nilrique. Quarante huit heures. Mélange 
de bacilles et d’Azolobacters 1: 1. 

Quatre jours. Brunissement par taches trés réduites. 

Six jours. Quelques taches brunes. Abondance de colonies bacillaires, 
bombées, gommeuses. Un peu de moisissures. 

4, Plaques a 10 milligrammes Mazole nilrique. Vingt-quatre heures. Plaques 
presque entigrement couvertes de petites colonies gommeuses. 

Quarante-huit heures. Colonies d’Azolubacter apparu en nombre restreint 
(difficiles 4 dénombrer entre les colonies bacillaires qui les entourent). 

Quatre jours. Développement considérable de quelques belles colonies 
Azolobacter. 

Six jours. Les plaques se présentent marbrées par le brunissement des 
Azolobaclers. Mucus bacillaire ininterrompu. Moisissures. 

5, Pliques &@ 15 milligrammes d'azole nitrique. Mémes observations plus 
accentuées : plus de bacilles, de moisissures, moins d’Azolobacter. 

6. Plaques & 20 milligrammes d’azole nitrique. Vingt-quatre heures. Plaques 
entiérement couverles de colonies bacillaires. 

Quarante-huit heures. On ne trouve pas d’Azofobaclers. 

Quatre jours. Quelques colonies d’Azotobacter encadrées par une couche 
ininterrompu de bacilles. Mycéhiums abondants. 

.Six jours. Marbrure légére. Bacilles. Poussées importantes de moisissures. 

A 2) &@ 30 milligrammes il est difficile ou impossible de découvrir les 
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‘Azotobaclers entre les masses bacillaires qui recouvrent enti¢rement les 
plaques au bout de vingt-quatre heures déja. Fermentation par place. Odeur 
dalcool, moisissures abondantes. 


x 


Ces observations, jointes & celles que nous avons citées, ne 
laissent aucun doute sur le réle de l’azote combiné, quidéclenche, 
comme on le voit, un facteur biologique antagoniste entravant 
ou supprimant l’activité des fixateurs. Cette dépression n’est 
pas tant causée par le voisinage des bacilles, ni par les produits 
de leur métabolisme — car on voit les colonies luxuriantes des 
Azotobacters cote a céte, ou méme entourées ou mélangées de 
bacilles — mais plutot par la consommation aprale, de la 
matiére 6nergétigue par ces derniers. Devancant toujours les 
Azotobacters, ils leur laissent de moins en moins de matiére 
hydrocarbonée & mesure qu’augmente la dose de l’azole com- 
biné disponible. Les fixateurs sont simplement refoulés sans, 
parait-il, subir de dommages; ils ne peuvent plus pulluler si 
abondamment, ce qui fait que la matiére est dépensée a d’autre 
but que la fixation. C’est done de ?azote du milieu que dépend 
Cutilsation de la matiére pour le processus de fixation, corré- 
latif avec la densité et Vactivité des Azotobacters dans le sol. 

Cependant, le facteur biologique antagoniste ne peut agir, 
comme on peut se le figurer, que d’une maniére lente, chro- 
nique. Les fixateurs, diminués, persistent dans le sol en atten- 
dant le moment propice, celui de |l’épuisement de la réserve 
en azote, pour un retour offensif, & condition que la provision 
de matiere énergétique se renouvelle, ou que le rapport N:C 
tombe trop bas pour permettre ia pullulation des bacilles. Mars 
quelles que soient les fluctuations dans un sens et dans un 
autre, le bilan dans un sol pauvre en azole se traduira par une 
population plus dense que dans un sol riche en azote, au bout 
du méme délai et pour une dose de matiére énergétique équi- 
valente. 

D’accord avec cetle maniére de voir est le fait que des 
matiéres telles que le terreau, poudre de gadoue, fumier tres 
yieux enli¢rement consommé, devenues terres végétales d’une 
fertilité exubérante, ne contiennent de germes Azolobacters que 
quelques unités par gramme (évidemment égarés dans ces 

-milieux) ou point du tout, — comme le Hecaiontdé Vex périence 


ci-apres. 
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Le fumier dont on s’est servi a été gardé en petit tas de 
moins de 1 matre de hauteur sur un sol riche en}Azotobacters 
pendant trois ans; la gadoue était prise dans un petit tas laissé 
plus d’un an sur Ja terre; le terreau était bien fait (deux ans) 
d’une teinte noire intense. 


Grandes plaques de silico-gel, 
a 2 grammes de mannite ensemencées avec 4 gramme, poids sec 


DENOMBREMENT 
AZOTE TOTAL colonies 
pour mille Asotobacter 


par gramme 
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Aucune de ces terres n'a donné de cultures spontanées d’Azo- 
tubacter. 

On voit que les nombres constatés sont insignifiants, on pour- 
rait dire nuls; ils ne laissent aucun doute qu’aucune pullu- 
lation assez récente n’a eu lieu, et qwil n’y peut étre question 
de pouvoir fixateur. 

Dans ces cas extrémes, en quelque sorte, ]’analyse suffit pour 
caractériser le régime azoté du milieu sol, car la grande réserve 
en azote total permet de croire qu'une partie en passe cons- 
tamment & l'état d’azote assimilable, de sorte que le facteur 
antagonisle a toules les facilités pour exercer son action. II 
n’en est pas de méme avec les terres des champs, dont l’azote 
total oscille ordinairement autour de 4 p. 1.000 et ou l’analyse 
ne révéle que des quantilés toujours trés faibles et, de plus, 
bien variables d’azote assimilable, ammoniaque ou nitrate. La 
tache serait bien compliquée de vouloir caractériser leur 
régime azolé par des analyses suivies. [1 est infiniment plus 
simple, et méme plus sur, de consulter ou de réunir Zes don- 
nées sur le traitement des terres qu'on étudie, concernant princi- 
palement la fumure azolée : sa quantité, sa qualité et la durée 
du traitement. En comparant des terres diversement traitées, 
on aura un moyen d’étudier l’effet du facteur biologique, qui 
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nous intéresse, sur le pouvoir fixateur des terres naturelles. 


On trouvera une étude de ce genre dans la suite de ce 
mémoire. 


IV 


On a remarqué que la méthode que nous préconisons ne vise 
que les Azotobacters en ne tenant aucun compte des autres 
microbes réputés fixateurs en Microbiologie. Du fait, elle 
parait sujette a la critique de ne pouvoir fournir que des 
résultats incomplets ne reflétant qu imparfaitement la réalité, 
soit conventionnels eux-mémes, en quelque sorte. Il nous 
parait inévitable de répondre briévement 4 cette critique, 
immédiatement aprés avoir exposé la méthode. 

Pour ce but, il convient d’examiner & quelle activité on pour- 
rait s’altendre de la part des autres microbes, qui ont été 
signalés comme porteurs de la méme fonction. ' 

Les plus intéressants sont les Clostridiums. Ce sont méme les 
seuls, dont le rdle dans le sol parait hors de doute; mais des 
observations bien suivies sur cette question manquent encore, 
etnous n/allons pas nous attardera la discuterdans ce mémoire, 
I] suffit de dire que dans un sol a |’état normal, soit aéré et 
non saturé dhumidité, ce sont bien sirement les fixateurs 
aérobies qui prédominent. La fixation anaérobie agencée par 
des Clostridriums ne peut marcher que par place, dans des 
conditions spéciales, et son rendement est toujours bien infé- 
rieur a la fixation aérobie, n’atteignant environ que la moitié 
de celle-ci (loc. cit., p. 514). 

On pourrait certainement compléter les épreuves aérobies par 
des épreuves anaérobies concomittantes, mais ceci les compli- 
querait sans rendre les résultats plus significatifs; car une terre 
qui ne serait capable que de fixation anaérobie, rentrerait 
tout de méme dans la catégorie des terres & pouvoir fixateur 
bien faible. Nous avons donc préféré, au moins en attendant 
des données nouvelles et plus précises, éviter cette compli- 
cation, pour conserver au procédé son caractére simple et pra- 
tique. 

En passant aux autres espéces, on y trouve un nombre 
d'especes hactériennes isolées par plusieurs auteurs de milieux 
divers — sol, lait — ou choisies entre les cultures pures 
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d'espéces déja connues (pathogénes entre autres), auxquelles 
on a reconnu une certaine activité fixatrice (Stoklasa, Jacobiz, 
Konvalewski, Neide, Lohnis, Pillai, Westerman, Lipman, 
Perotti, Chester, de Kruijff, Truffaut et Bezsonoff et autres). 
L’expérience qui en décidait était celle de la culture pure dans 
un liquide nutritif sucré, dépourvu d’azote combiné ou, plus 
souvent, n’en contenant que des doses tres faibles, destinées a 
amorcer le premier développement. Si l’on y joint quelques 
moisissures soumises & la méme épreuve avec un résultat 
positif, le nombre de ces especes notées comme capables de 
fixation s’éléverait bien & quelques dizaines. 

Il ne nous parait pas utile de les citer nominativement, nt 
de discuter 4 part leur activité fixatrice, pour la simple raison 
que les faits constatés n’ont qu’un rapport éloigné avec la 
question de la fixation naturelle qui nous intéresse. Ces faits 
qui démontrent que le phénoméne de fixation, — di, comme 
on peut le croire, ides actions catalytiques propres a tout corps 
plasmique — n’est pas ’apanage exclusif d’une certaine espéce 
ou groupe de microbes, sont, certes, importants 4 noter, mais 
ils ne présentent rien d'inattendu. Ne les retrouve-t-on pas, 
par rapport a presque toutes les fonctions organiques! Ce qui 
fait d’une certaine espéce un agent naturel, un ferment d'un 
processus déterminé,.ce n’est pas la qualité d’une fonction, mais 
son rendement physiologique et plus encore l'adaptation de I étre 
a Vambiance, aux points de vue biologique, chimique, pkysique ; 
ce n’est que grace a cette adaptation qu il peut envahir le milieu 
nalurel et exercer, régulitrementet constamment, son maximum 
d’activité. Pour un agent fixateur du sol c’est évidemment l’adap- 
tation au milieu sod qui importe le plus, déterminée en premier 
lieu par la puissance de s’emparer de la substance énergétique 
au détriment de nombreux concurrents, moins adaptés a 
lexistence sans azote combiné dans ce milieu. Les expériences 
en culture pure sont done absolument impropres & fournir la 
moindre idée sur ce point le plus important pour juger du 
role de l’espéce dans ie sol. 

On sest tenu cependant exclusivement & ce genre d’expé- 
riences, el ce qui attirait le plus Vattention, c’était le taux du 
rendement en azote fixé par unité de matidre énergétique, admis 
comme mesure de | importance du réle du nouveau fixateur. 
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Aussi prenait-on soin d’exalter ce rendement par des artifices 
divers. MM. Truffaut et Bezsonoff, par exemple, disent avoir 
réussi a exalter le rendement du Bacillus Truffauti (souche 
de Bacillus Vulgaris, ou peut-étre de Mesentericus) jusqu’a 
8 milligrammes, ce qui est déja dans l’ordre des gains 
produits par les Azotobacters; ce résultat aurait été atteint 
grace des artifices ingénieux, tels que, emploi de la levulose 
a faible concentration, maniére de l’offrir (« culture’ biberon »), 
présence de faibles doses de trois composés azotés différents) etc. 
Lancé sur cette voie, rien n’empéche de croire que l’on 
puisse arriver un jour a dépasser les gains produits par 
les Azotobacters; mais la seule conclusion qu'on pourrait 
tirer des faits de cet ordre ne serait celle, qu'il est possible 
dexalter la fonction catalytique dont il s’agit, en produisant 
des souches de fizateurs artificiels, ou de laboratoire : la 
Microbiologie du sol les laissera a la Microbiologie générale ne 
s'intéressant qu’aux fixateurs naturels. 

Quant a ces derniers, le seul moyen de les déceler dans le sol 
est la culture éleclive, soit ensemencement de la terre dans 
un milieu approprié, dépourvu d’azote combiné. On s'est tenu 
a cette méthode des les premiéres recherches sur les fixateurs, 
il y a trente ans, et depuis on se heurtait toujours dans des 
expériences innombrables a ces deux groupes de fixateurs natu- 
rels; et ce n’est qu’en procédant a des isolements, ou en utili- 
sant les cultures pures qu’on arrivait & ces fixateurs artificiels, 
dont nous venons de parler. Le malentendu, qui a subsisté 
tant d’années concernant le réle de ces derniers dans la nature, 
est done difficile & comprendre. 

La méthode des grandes plaques de silico-gel, beaucoup plus 
sensible que l’ancienne, n’a fait que confirmer le réle spéci- 
fique de ces deux groupes dans la nature, en |’élablissant sur 
des bases plus solides. 

En effet, nos tres nombreuses expériences avec des échantil- 
lons de terre de provenance diverse, qui ont occupé le labora- 
toire dans le courant de quatre années, ne nous donnaient rien 
autre chose que des Azofobacters dans des conditions aérobies ; 
prolégés par leurs masses, ou bien a l’abri de l’oxygéne de Lair, 
c’élaient des Clostridiwms qui apparaissaient. Quand les Azo/o- 
bacters, ou les deux, manquaient, les plaques restaient désertes, 
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ou ne produisaient que des colonies bacillaires chétives, dont 
la croissance s’arrétait bientot, sans donner de gain notable en 
azole (loc. cit., p. 487, passim). 

Ces observations, nombreuses ct directes, nous autorisent a 
croire, d'un coté, qu'il n’y a pas & compter dans le sol avec 
d'autres fixateurs que ceux qui appartiennent aux deux groupes 
classiques; d'un autre, qu'une méthode pour déterminer le 
pouvoir fixateur des terres ne saurait étre basée que sur l’acti- 
vilé des Azolobacters, prédominante dans la nature. 


Mi 


Avant de décrire en détail exemple qui servira a illustrer 
le procédé entier, il importe de préciser la meilleure maniére 
d’ordonner ces épreuves; trés simples, elles exigent pourtant 
un certain plan pour donner des résultats assez clairs. 

Il est & remarquer, avant tout, qu’il ne saurait élre question 
de valeurs absolues, qu'il est méme impossible de se figurer 
quelque norme générale du pouvoir fixateur, valable pour tous 
les sols. Les épreuves, pour étre utiles, ne peuvent avoir qu’un 
caraclére régional, en se bornant & la comparaison du pouvoir 
fixateur des échantillons du méme type. Elles doivent done 
porter sur un certain nombre, une dizaine au moins, de ces 
échantillons & la fois; et il estimportant de choisir des champs 
et parcelles ayant subi des traitements différents. On y préléve 
avec les précautions connues un échantillon moyen qu’on 
Studie, autant que possible, sans retard. 

Ce nombre sulfit ordinairement pour tomber sur un échan- 
tillon, qui s’impose par la densité des colonies Azotobacters sur 
la plaque ; on voit lasurface du gel se couvrir au bout du délai 
réglementaire de quarante-huit heures 4 30°, de centres de 
végétations si nombreux et si rapprochés, qu’ils ne sont pas loin 
de se toucher, ce qui fait plusieurs milliers par gramme de 
terre. L’épreuve de la culture spontanée montre en méme 
temps que cette terre les donne trés facilement, soit en couche 
meuble, soit sur les plaques moulées. Enfin, les trois plaques 
du lot — O, P, Ca — sont toutes les trois, indifféremment, 
couvertes d'innombrables petites colonies d’Azotobacters 
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(voir fig. 1). On en déduit que la terre est bien peuplée par 
ces agents de la fixation et qu’elle les maintient a 1’état 
dactivité. On la choisit comme standard et on lui compare les 
aulres échantillons du lot, dont on exprime les densités en 
cenliémes du s/andard. Le pouvoir fixateur est admis propor- 
tionnel aux densités des Azotobacters dans les terres soumises 
aux épreuves. 

Cette admission ne saurait correspondre bien strictement & la 
réalité. Car dans les échantillons & densité trés réduite, le pou- 
voir fixateur est trés probablement déja éteint. Mais voudrait-on 
déterminer la limite inférieure de la densité, ott commence 
inaction, il est douteux que l’on puisse arriver & un résultat 
assez Clair; et puis, il est difficile de ne pas tenir comple du 
pouvoir potentie/ déterminé par la réserve des germes spéci- 
fiques, porteurs de ce pouvoir, malgré un état momentané 
dinactivité. L’admission parait donc assez logique et ne saurait 
conduire a des erreurs sérieuses. 

Kn résumé, tout le procédé se réduit : 1° 8 ensemencer deux 
plaques de silico-gel par échantillon; 2° & préparer un lot de 3 
(4) plaques de terre par échantillon; 3° & dénombrer au bout 
de quarante-huit heures a 30° les colonies parues sur le gel; 
4° & examiner les plaques de terre au bout du méme deélai; 
5°a les réexaminer ensuite encore pendant environ deux jours 
en les gardant 4 l’étuve a 30°. 

Ces opérations simples et rapides suffisent pleinement pour 
établir les données nécessaires au diagnostic comparé du pou- 
voir fixateur du lot de terre qu’on étudie. 

Il pourrait paraitre inattendu aux microbiologistes de ne 
pas y trouver une opération qu’on s’est habitué de considérer 
comme obligatoire depuis tant d’années : le dosage du gain en 
azote produit par l’échantillon de terre. Rien ne s’oppose de 
l’ajouter, & volonté. Seulement, pour que ces dosages ne vien- 
nent brouiller les résultats, on doil commencer par déterminer 
le délai mininum nécessaire a la terre standard pour arrwer a 
son gain maximum. Ce délai doit étre établi bien exactement 
par des expériences spéciales. Il n'y aurait alors que de l’adopter 
pour toute la série de dosages avec le méme lot de terre, en 
mettant les plaques & sécher aussitét ce délai écoulé. Si lon 
se tient & ces indications, on verra les gains en azote s’éche- 
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lonner assez exactement dans le méme sens que les densités 
des germes Azolobacters. 

Le fait n’est pas sans importance, comme preuve directe que 
le caractére densité peut, en somme, répondre de l'activité. 
Malheureusement, les valeurs des densités au sein du sol sont 
trop loin d’étre proportionnelles aux valeurs des gains en azote 
sur les plaques, par Veffet du développement excessif des 
colonies rares et espacées en comparaison avec celui des 
colonies nombreuses et rapprochées. En supposant, par 
exemple, une terre qui ne contient qu'un seul germe par 
eramme, il n’y aura qu'une seule colonie par plaque, mais 
cette colonie couvrant plusieurs dizaines de centimétres carrés 
pourra fixer jusqu’aé 2 milligrammes d’azote en cing jours, 
tandis qu'une terre a densité 5.000 fois supérieure ne pourrait 
fixer dans les mémes conditions que 20 milligrammes, tout au 
plus aux dépens des 2 grammes de mannite offerts. 

Ainsi, les expériences de fixation ne peuvent servir, méme 
sous la forme indiquée, que pour appuyer le fait général de 
la corrélation entre densité et fixation. Mais comme épreuve 
du pouvoir fixateur, les expériences de fixation ne sont qu’une 
complication peu utile et de nature plutét & masquer ou a 
effacer les relations réelles, de sorte quwil est préférable d’y 
renoncer. 

Cette opinion ne s’accorde plus avec celle que |’6n trouve 
dans le Deuxiéme Mémoire, si souvent cité, laquelle tend a 
caractériser les terres, entre autres, par le taux d’azote fixé sur 
les plaques de silico-gel. Ce caractére nest pas exclu entiére- 
ment, comme nous venons de le dire, mais des expériences 
plus nombreuses et systématiques nous ont conduits & lui 
attribuer une valeur bien moindre. 

Ces mémes expériences ont imposé quelques modifications 
a nos idées sur les ferres actives, ou standard. Les caractéres 
que nous leur avons altribués, a savoir : densité, 2 43.000 par 
gramme ; fixation de 20 milligrammes d’azote aux dépens de 
2 grammes de mannite en cing jours, ne nous paraissent plus 
si généraux que nous ]’avons cru, en se basant sur les nombreux 
échantillons qui ont passé jusqu’alors par nos mains. C'est qu'un 
lot d’échantillons provenant du Midi de la France nous a montré 
depuis des caractéres sensiblement différents : la densité y 
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atteignait 12.000 par gramme, le maximum de fixation était 
atteint déj& au bout de quatre jours (90 4 96 heures), mais le 
rendement était inférieur. Il en sera question dans le para- 
eraphe suivant. 

Ces résultats nous ont fait renoncer a la tendance & établir 
un standard tant soit peu général pour adopter le principe 
d’épreuves strictement régionales. | 


VI 


Pour illustrer le procédé nous choisirons la série d’épreuves 
exécutées sur un lot de terres provenant de la région de Mont- 
pellier, qui nous ont donné les résultats les plus instructifs. 
C’est que dans ce cas nous avons eu la chance — assez rare 
dans les conditions de notre travail — d’opérer avee des échan- 
tillons dont le régime a été maintenu sous contréle scienti- 
fique pendant un certain nombre d’années. Ils provenaient de 
la Vigne dexpériences de Grammont, pres de Montpellier, 
dirigée par le savant professeur Lagatu. Ils ont élé prélevés sur 
dix parcelles ayant subi des traitements différents ; immédia- 
tement expédiés 4 notre adresse, ils ont été étudiés sans retard. 
Selon notre désir, les échantillons nous sont parvenus ne por- 
tant que les numéros des parcelles, sans aucune indication sur 
Jeur régime. Ce régime nous a été communiqué ultérieurement 
en échange de nos résultats. Nous devons tous nos remercie- 
ments & M. Lagatu pour son précieux concours. 

La fumure de fond était composée par hectare de : 

Azote : 80 kilogrammes, dont 40 sous forme de sang dessé- 
ché, 20 de corne en poudre, 20 de nitrate de potasse. 

Potasse : 90 kilogrammes, dont 66 sous forme de nitrate, 
24 sous forme de sulfate. 

Acide phosphorique : 75 kilogrammes sous forme de super- 
phosphate minéral. 

Cette fumure était incorporée a la parcelle 6, qui est la par- 
celle standard du champ d’expériences. La parcelle 4 est le 
témoin sans fumure. Pour les huit parcelles restantes, on modi- 
fiait la formule de fond, soit en supprimant lun des éléments 
N P K, soit en les renforcant, soit enfin en ajoutant de la chaux 


36 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


ou du fer, comme |’on trouve cela noté dans la premiére 
colonne du tableau ci-aprés. 

Ce régime a été maintenu six ans. 

Type de terre : diluvium alpin non calcaire. 

Les épreuves ont été instituées exactement selon le plan déja 
exposé. 

Les résultats sont consignés sur le tableau ci-aprés et sur 
le graphique ci-dessous. Sur les deux, les échantillons dési- 
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GRAPHIQUE 2. 


gnés par les numéros des parcelles ot ils ont été prélevés sont 
disposés dans l'ordre de décroissance du pouvoir fixateur. 

Kn téte de la lignée on trouve la parcelle 3, qui est le stan- 
dard des épreuves. La densité y. est 12.000. Cultures sponta- 
nées riches. Aucun facteur limitant. Régime : aucun azote, 
rien que des engrais minéraux, selon formule ci-dessus. 

Suit la parcelle 4, dont la densilé n’est que 2.600, soit 
21 p. 100 du standard. Le facteur limitant, qui s'impose le 
plus, c’est acide phosphorique (P.). Régime : aucune fumure. 

Les parcelles 21, 6, 9, 8, 2 ne different que peu entre elles. 
Leurs densilés ne varient qu’entre 360 et 600, soit elles 
tombent brusquement trés bas; elles ne sont que de 3 a 
5 p, 100 du standard. Régime : 80 kilogrammes d’azote selon 
formule el engrais minéraux. Parcelle 8 recoit méme une 
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Vigne d’expérience de Grammont prés Montpellier. 
Epreuves du pouvoir fixateur. 


NOMBRE DENSITE ; 
TRAITEMENT FACTEUR AZOTE FIXE 


par plaque 
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de colonies en 
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Acide phosphorique. 
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Fumure complete, 
mais tout l'azolte 
sous forme de sulfate 
d’ammoniaque. 


18 Fumure complete, 
mais le potassium 

sous forme 

de chlorure. 
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double dose d’azote. Parcelle 21 est privée d’engrais phos- 
phaté : aussi les cultures spontanées en réclament-elles 
(P. facteur limitant). Parcelle 9 a été chaulée en supplément 
de la fumure de fond, mais l’effet sur les Azotobacters a été nul, 
ce qui tend & démontrer que ce n’est pas le besoin en chaux 
gui est la cause de la dépression. Cependant la chaux n’est pas 
en exces dans cette terre non calcaire, car il a suffi de sup- 
primer les sels potassiques dans la parcelle 2, pour qu'un 
manque de hasicité s’y soit fait sentir : Ca facteur limitant! 

Enfin, les parcelles 12, 16 et 18 forment le dernier groupe, 
ou la décroissance de la densilé s’accentue de plus en plus. 
Dans les deux premiéres, elle n'est que 170 et 60 par gramme, 
soit 1,4 et 0,5 pour 100 du standard; elle est a zéro dans 18 (1). 
Régime : 80 kilogrammes d’azote pour toutes les trois et 
engrais minéraux. Seulement, cet azote a été fourni a la par- 
celle 16 sous forme de sulfate d’ammoniaque; parcelle 12 a 
recu, en plus, du sulfate de fer; enfin, parcelle 18 a eu tout 
le potassium sous forme de chlorure, au lieu du mélange ot te 
nitrate faisait environ les trois quarts. Sulfate d’ammoniaque, 
sulfate de fer, chlorure de potassium, tous les trois sels sont 
physiologiquement acides; un manque de basicité, dans ce 
lype de terre faiblement tamponnée, en a été la conséquence; 
la réaction au Ca dans les parcelles 12 et 16 en est l’expression 
(dans 18, elle a été impossible par défaut de germes Azoto- 
bacters). Kt c'est strement augmentation de la concentration 
des ions hydrogénes, quia causé un dépérissement plus rapide 
de ces germes dans ces trois derniéres parcelles. 

La derniére colonne du tableau contient les expériences de 
fixation sur plaques de silico-gel. Elles n’entrent pas dans le 
programme des épreuves. Si nous les présentons ici, ce nest 
qu’a lappui des considérations sur Ja valeur du procédé, 
exposées p. 54. Comme on le voit, on trouve confirmé le 
fait général d'une corrélation entre la densité au sein de la 
terre et la fixation sur la plaque, mais les relations appa- 


(4) Les quelques colonies par gramme que lon y a constaté sont d’ori- 
gine douteuse. On s’est assuré notamment que des précautions extra- 
ordinaires sont nécessaires dans un local, ou l’on manie beaucoup de terre, 
pour prévenir un ensemencement spontané des plaques par quelques germes 
Azotobacter qui y tombent avee les poussiéres. Ces précaulions n’ont pas 
été prises dans ce cas. 
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raissent énormément atténuées. Le petit gain nolé sur les 
plaques 18 est douteux, & cause de |’incerlitude sur la prove- 
nance des quelques colonies qu’on y a trouvé (Voir remarque 
p- 58). 


Le résultat le plus intéressant de ces épreuves est l’influence 
de l'engrais azolé, laquelle apparait avec une netteté frappante. 
Seules les deux parcelles qui n'ont regu pendant six ans de ces 
engrais se sont montrées actives : l'une, n° 3, en pleine 
activité, autre, n° 4, & activité réduite. C’est Je manque 
d’engrais minéraux qui apparait bien stirement dans cette der- 
niére comme facteur limitant (P.). 

Mais aussitot qu'il s’agit de terres trailées par des engrais 
azotés, on voit la densité tomber a pic jusqu’a un taux qui 
dénote une inactivilé compléte. C’est done l’azote combiné, 
qui a déterminé en premier lieu la densité des fixateurs et 
nous pouvons affirmer, instruits par nos expériences de labo- 
ratoire, que cet effet ne s’explique que parce que l’azote y a 
déclenché un facteur biologique antagoniste, qui a entravé la 
fixation, en privant les fixateurs de matiére énergétique. Aussi 
leur population reste rare dans une terre traitée avec des 
engrais azotés, et elle se raréfie de plus en plus & mesure que 
dure ce régime; lente dans le cas d’un petit excés, celle raré- 
faclion devient de plus en plus rapide quand cet exces s’éléve, 
et se termine par la disparition totale de ces germes. 

Ce n’est que dans les limites tracées par ce facteur biologique 
puissant, d’un caraclére chronique, que l'on peut déceler 
Vinfluence du facteur limitant minéral, dont laction est immé- 
diate. Cette influence ne s’impose que dans le groupe sans 
azote, composé des parcelles 3 et 4 relativement riches en 
germes Azotobacter, ot Von voit le favteur limitant P réduire 
la densité dans parcelle 4 jusqu’a 24 p. 100 du standard. Dans 
les huit parcelles pauvres en germes cette influence n’est pas 
si marquée; toutefois elle n'est pas négligeable, surtout par 
rapport & la basicité. Ainsi les terres, ot les Azotobacters ont 
réagi 4 la chaux, sont nettement (2 & 5 fois) plus pauvres en 
germes que celle ot on n’a pas constaté cette réaction. 


| be ~! o a = ia 
Cetle série d’observations, recueillies au moyen d’une 
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méthode aussi directe que possible sur des terres 4 leur état 
naturel, nous est précieuse, car elle apporte la preuve d'une 
analogie trés grande entre les caractéres du phénoméne repro- 
duit au laboratoire, et de celui qui a lieu dehors, dans les 
champs et vignobles. Nous voyons les mémes conditions pré- 
sider dans les deux cas & l’activité des Azotobacters, soit au 
pouvoir fixateur du milieu quils peuplent. Le méme rouage 
y apparait comme régulateur automatique principal : lazote 
combiné, déterminant le taux de la matiére énergétique utilisée 
pour la fixation, facteur dont l’action est & raison inverse de sa 
concentration dans le milieu. 

La conséquence agronomique de cet effet de l’azole est évi- 
demment celle que l’engrais azoté tend 4 conduire nécessaire- 
ment 4 la perte d’une partie ou de la totalité du produit de la 
fixation offert par la nature. Le fait est d’une importance agro- 
nomique indiscutable, mais nous n’‘insisterons pas dans ce 
mémoire sur ces répercussions d’ordre pratique, le nombre 
d’observations sur le sujet étant encore restreint. 

La méthode est destinée en premier lieu a l'étude de la fixa- 
tion dans la nature, qui est & peine commenceée. II est clair 
pourtant que la réaction de ces microbes, si sensibles aux fac- 
leurs limitants minéraux, peut servir & indiquer ces derniers 
dans le sol, et cela avec une sensibilité bien supérieure aux 
méthodes chimigues. Les Azotobacters ont déja joué ce role 
d’indicateur dans les expériences de Christensen (besoin en 
chaux), de Gainey (acidité), de Stoklasa et plusieurs autres 
savants (besoin en acide phosphorique). Mais l’ancien procédé, 
auquel se tenaient ces auteurs, ne pouvait donner des résultats 
aussi précis que la méthode des cultures spontanées. 

Ce réle d’indicateur est maintenant susceptible d’étre élargi 
par son application a l'étude du régime azoté du sol, ce qui est 
d’autant plus intéressant qu'il est malaisé de s’en faire une idée 
claire en ne se servant que de méthodes chimiques. Ainsi, une 
densité élevée d’ Azotobacter peut étre considérée comme indice 
stir de la pénurie d’azote, spécialement de nitrates, dans la 
terre ; une densité basse, au contraire, comme indice d’un 
approvisionnement notable du sol en nitrate, mais & condition 
de l'absence d’autres facteurs limitants. En étudiant les rela- 
lions quantitalives au moyen des épreuves proposées dans ce 
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mémoire, on pourra arriver &. établir pour différents sols et 
régions la dose d’engrais azotés quine génerait pas sensiblement 
Ja fixation, en prévenant ainsi la perte de son produit. 

Réalisant un progrés notable a plusieurs points de vue, la 
méthode présente tout de méme une lacune que nous tenons & 
signaler en terminant : elle est incapable de tenir compte de 
Vinfluence de la qualité ni de la quantité de la matiére énergé- 
tique, contenue dans le sol. sur le pouvoir fixateur. Cette i... , i - 
fection est la conséquence inévitable de notre ignorance sur ce 
sujet, que nous avons disculé dans le paragraphe 3 de ce 
mémoire. I] n’est pas improbable que l’on puisse se heurter la 
& quelques causes d’incertitudes de nature a troubler ces 
épreuves dans quelques cas. 


Résumé et conclusions. 


Les travaux antérieurs n’ont apporté aucune méthode pour 
délterminer le pouvoir fixateur des terres. 

La méthode proposée ici ne vise, pour des raisons de simpli- 
cité, que l’aclivilé des fixateurs aérobies ou Azolobacters, sans 
tenir compte de la fixation anaérobie, moins générale et & ren- 
dement faible. 

La méthode comprend deux genres d’6preuves : 1° les grandes 
plaques de silico-gel électif ensemencées par 1 gramme de terre; 
2° les cultures spontanées dans la terre. 

La premiére sert 4 déterminer la densilé totale des Azoto- 
bacters dans le sol, la seconde & éprouver leur activité, liée a la 
fertilité de la terre qui les héberge. 

Cette derniére épreuve est & combiner avec la recherche des 
facteurs limitants minéraux, dont la chaux et l'acide phospho- 
rique s imposent le plus. 

Ces facleurs connus les premiers ne sont pas les seuls a 
limiter le pouvoir fixateur, lequel dépend, en premier lieu, de 
la matiére énergétique disponible, d’un cdté, du régime azoté 
du milieu, de l’autre. 

On ne sait que trés peu de choses sur la nature de la matire 
énergétique du sol qui sert a la fixation, mais il est possible 
d’affirmer, en se basant sur des expériences précises, que c’esl 
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la teneur en azote combiné qui régit!’utilisation de cette matitre 
aux fins de la fixation. 

Le role de cet azote est négatif par rapport au processus, car 
il déclenche un facteur biologique antagoniste qui refoule les 
fixateurs, en les privant de mati¢re énergétique. 

Une série spéciale d’expériences sur plaques a montré que la 
fixation est réduite aussit6t qu’on ajoute de l’azote nitrique et 
qu'elle est réduite & zéro quand la dose de ce dernier s’approche 
de 1,5 p. 106 de mannite. 

D’accord avec ce résultat est le fait que des substances ter- 
reuses riches en azote (fumier consommé, poudre de gadoue, 
terreau de jardinier) ne contiennent pas de fixateurs. 

Les épreuves, dont il s’agit, ne peuvent ayoir qu'un carac- 
tere régional : d'un lot d’échantillons de terres on choisit la 
plus active comme standard; on y détermine la densité de 
la population des fixateurs, et on lui compare les terres moins 
actives. Cestla densité des Azotobacters qui est admise comme 
lexpression la plus directe du pouvoir fixateur de la terre. 

La méthode est illustrée par les données des épreuves exécu- 
tées sur un lot de dix échantillons de terres provenant de la 
Vigne dexpériences de Grammont pres Montpellier. Les deux 
parcelles n’ayant regu aucune fumure azotée pendant dix ans 
se sont montrées seules actives; dans toutes les autres, qui ont 
élé traitées par 80 kilogrammes d’azote sous forme d’engrais 
azolés concentrés, cette activité était déprimée ou nulle. Le 
diagnostic du besoin en chaux et en acide phosphorique s'est 
montré conforme aux renseignements qu’on a recueillis sur le 
traitement des parcelles. 


LE PHENOMENE DE FLOCULATION 
DES TOXINES DIPHTERIQUE ET TETANIQUE 
VIS-A-VIS DE LEURS ANTITOXINES 


par S. SCHMIDT. 


Depuis la découverte des toxines et antitoxines jusqu’au 
moment ot G. Ramon attira l’attention sur le phénoméne de 
floculation, antérieurement inconnu, qui se produit quand on 
mélange dans des proportions convenables certaines toxines 
microbiennes, telles que les toxines diphtérique, tétanique, 
dysentérique etc., avec les sérums antitoxiques correspondants, 
le tilrage des sérums thérapeutiques les plus usités se faisait 
exclusivement au moyen des animaux (1). 

L’étude de la constitution des toxines et anlitoxines, et de 
leur mode d’union, étude ayant dés le début attiré de nombreux 
savants ne pouvait étre non plus réalisée sans qu il fallit avoir 
recours & de nombreux animaux d'expérience (cobayes, lapins, 
souris). On peut facilement comprendre pourquoi l’interpré- 
tation des faits expérimentaux donna lieu a des théories contra - 
dictoires et pourquoi les expériences elles-mémes se mon- 
traient quelquefois fort divergentes quant & leurs résultats. 

La remarquable découverte de G. Ramon a permis d’éliminer 
une grande partie des difficultés auxquelles se sont heurtés les 
chercheurs qui autrefois se livraient a l'étude des phénoménes 
qui ont lieu dans le mélange toxine-antitoxine. Elle nous a tout 
d’abord fourni une nouvelle méthode de tilrage de l’antigéne 
et du sérum antitoxique, et elle nous a permis en outre d’étu- 
dier par des essais, purement physico chimiques, le processus 
de neutralisation entre toxine et antitoxine. 

Nous nous proposons d’exposer dans les pages suivantes les 


(1) Rappelons que Danitz (1902) faisait connaitre un phénomene de préci- 
pitation entre la ricine et l’antiricine. Calmette et Massol, 4 leur tour, en 1909 
décrivent un phénoméne semblable, se manifestant dans les mélanges de 
venin de cobra et de sérum anticobraique. 
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résultats d'une série de recherches, tant6t d’ordre pratique, 
tantot d’ordre théorique, concernant le phénoméne de Ramon. 
La méthode de Ramon ayant tout d’abord été mise en cuvre 
pour ce qui concerne Ja toxine et l’antitoxine diphtériques, nous 
envisagerons d’abord la floculation se produisant entre ces 
deux éléments, puis nous examinerons le méme phénoméne 
pour ce qui regarde la toxine et l'antitoxine tétaniques. 


I. — FLOCULATION 
ENTRE TOXINE ET ANTITOXINE DIPHTERIQUES 


Dans des notes diverses, nous avons communiqué les résultats 
obtenus dans la pratique avec la méthode de floculation soit 
pour le titrage des toxines, soit pour les sérums. Les différentes 
modalités de la technique ont déja été si clairement exposées 
par Ramon lui-méme, et ensuite par toute une série d'expéri- 
mentateurs qu'il serait superflu de nous en occuper ici. A la fin 
de ce mémoire, nous avons réuni dans un index bibliographique 
comportant, espérons-nous, la plupart des publications con- 
cernant ce sujet, parues jusqua maintenant. Nous nous bor- 
nerons a dire ici que nous employons couramment la méthode 
de floculation pour le titrage des sérums (1). Les toxines sont 
mesurées d’abord par la méthode de floculation, et ensuite les 
valeurs Lo et L-+sont déterminées. La valeur antigéne est 
exprimée par le nombre de doses Lf par cent. cubes (Ramon, 
Glenny). 

Une question qui nous a occupé tout d’abord, c’est la 
vitesse de floculation. Ramon indique dans son mémoire 
initial les grandes différences qu'il a observées entre la vilesse 
de floculation de divers sérums antitoxiques. Il émet l’opinion 
que cette différence peut étre l’expression d'une affinité diffé- 
rente des sérums de diverses origines, suivant |’ancienne 
ilée de Roux et d’autres savants, nolamment de Kraus (2) et 
de ses collaborateurs. Nos expériences ont nettement confirmé 


(1) Dans la pratique, avant la distribution nous vérifions le titre antitoxique 
au moyen des animaux. La concordance des deux résultats in vivo et in 
vitro est toujours satisfaisante. 

(2) Kravs a proposé le mot « avidité » pour désigner la qualité d'un sérum 
en prenant le degré d’avidité comme mesure du pouvoir curatif. 
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ces opinions. Nous nous sommes proposé de rechercher 
linfluence de divers facteurs sur la vitesse de floculation et 


aussi de déterminer la concordance entres les essais in vitro et 
Nn vIVO. 


LA TOXINE. 


Dés notre premiére communication, nous faisions remarquer 
qu'une toxine forte possédait une vitesse de floculation plus 
grande qu'une toxine faible. Nous nous étions rendu compte 
que la toxicité n’est pas en rapport exact avec la rapidilé avec 
laquelle une toxine flocule. En examinant plus profondément 
cetle question, nous avons trouvé une relation étroite entre Lf 
et le temps de floculation (1) que nous nous proposons d’indi- 
quer par la caractéristique Kf (de Kgoves, temps). Si l’on pré- 
léve de temps d autre des échanlillons d’une culture de bacilles 
diphtériques en développement, on peut constater une augmen- 
tation de la vitesse de floculation de la loxine qui est en relation 
avec la guantité de toxine formée. C'est ainsi que la valeur de 
Kf, égale 4 dix & douze heures pour une toxine agée de trente- 
six & quarante-huit heures, diminue progressivement pour finir 
par étre de dix 4 quinze minutes pour la loxine prise au dix ou 
onziéme jour. C’est une notion courante que la formation de la 
toxine s’arréte & ce moment, et Ramon a démontré que la 
valeur Lf se maintient maintenant au méme niveau pendant 
un temps trés long. Il n’en est pas toujours de méme pour Kf. 
Sil est vrai qu’un grand nombre de toxines conservent pendant 
des années leur vitesse de floculation inaltérée, il en est d'autres 
ou cette fonction semble plus fragile et marche plus ou moins 
vite vers . 

Un point intéressant est la transformation en toxoide d’une 
toxine et Vinfluence de ce processus sur la vitesse de flocu- 
lation. On sait que Ehrlich admettait plusieurs substances dans 
le bouillon diphtérique : la toxone, la toxine proprement dile, 
et la toxoide en laquelle était transformée la toxine sous 
Vinfluence de divers facteurs. Ehrlich attribuait & ces diverses 


(1) Sous la réserve que le méme bouillon a été employé pour la production 
de la toxine, car des toxines préparées avec des bouillons différents ne pré- 
sentent pas la méme Kf-yaleur, bien qu’elles puissent avoir le méme pou- 
voir floculant. 


5 
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modifications une affinité particuliére vis-a-vis de l’antitoxine. 
D’aprés Ehrlich, les toxones (1) sont des substances formées 
en premier lieu dans la culture; il en est de méme pour les 
toxines. H. Schmidt et W. Scholz, dans leurs travaux récents 
inclinent vers celte méme opinion, mais admeltent que les 
toxones peuvent se transformer en toxines. Ils ont montré le 
fait intéressant que les toxoides se laissent transformer, par un 
processus spécial qui fut d’abord indiqué par Walbum, en 
toxine ou en d’autres termes, que le processus toxine — toxoide, 
doit étre écrit toxine 2 toxoide, le processus étant réciproque. 
Madsen, de son cété, n’admet que les deux substances toxine et 
toxoide. I] faut remarquer d’ailleurs que ni Ehrlich ni d’autres 
expérimentateurs n’ont définitivement démontré l’existence des 
toxones. Celles-ci restent des substances hypothétiques et, 
selon nous, 11 n’y a aucune raison d’admeltre leur existence. 

Nous nous sommes servi pendant plusieurs années pour le 
titrage de nos toxines d'un sérum floculant particuliérement 
vite (en dix & quinze minutes & 40° avec une toxine préparée au 
moyen du bouillon Martin et ayant un Lf valeur de 10 unités 
antigéniques). On sait que la proportion - est tres variable 
pour des toxines méme récemment préparées. Quelquefois, les 
deux valeurs se couvrent, mais le plus habituellement la Lf 
valeur est considérablement inférieure &la valeur Lo. Il est vrai 
qu'une série de préparations avec le méme milieu et la méme 
souche de bacilles peuvent donner des toxines ayant & peu prés 
la méme toxicité (2). Mais soudainement, sans qu’on puisse expli- 
quer pourquoi, on obtient des toxines a basse toxicité, bien que 
leur pouvoir neutralisant et floculant soit constant. Nous avons 
eu, parexemple, dans une série de préparations successives des 
toxines ayant le méme pouvoir floculant (10 unités antigéni- 
ques par centimétre cube), mais avec une toxicité oscillant entre 
200 et 1.000 doses minima mortelles par centimétre cube. Cepen- 
dant, ces toxines avaient la méme Kf valeur (quinze minutes 
a 40° et avec notre sérum étalon). Si l'on admet avec Ehrlich 
une affinité différente entre les toxone (?), toxine et toxoide, on 
devrait s’attendre que les toxines les moins toxiques réagissent 


(1) Les toxones seraient capables de se transformer en toxonoides. 
(2) Voir mon article dans Ces Annales, 29, 1925, p. 875. 
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plus lentement que les toxines trés nocives. I] faudrait aussi, 
dans certains cas, qu'une toxine en vieillissant diminudat en 
vitesse de floculation, puisqu’elle perd peu a peu sa toxicité tont 
en gardant son pouvoir neutralisant. Ramon a démontré que 
les anatoxines floculent moins rapidement que les toxines 
qui servent a leur préparation et Glenny en mesurant le 
pouvoir neutralisant des toxines formolées sur les cobayes, a 
également trouvé un abaissement de la vitesse de neutralisa- 
tion. Ces notions pourraient plaider en faveur, semble-t-il, de 
Yopinion d’Ehrlich. Glenny et ses collaborateurs concluent 
aussi que la toxoide est moins avide que la toxine. D’apres 
nous, ¢c’est le formol qui agit, comme beaucoup d'autres subs- 
tances étrangéres qui ont une influence sur la neutralisation 
toxine-antiloxine. Nous’ avons essayé une toxine immé- 
diatement aprés avoir ajouté du formol. Le temps de flocula- 
tion de la toxine originelle était de dix minutes, celui de Ja 
toxine formolée fut trouvé de dix-sept minutes. Nous avons 
ensuite placé le mélange toxine-formol a l’étuve et prélevé des 
échantillons toutes les vingt-quatre heures pendant le temps 
uécessaire pour la transformation de la foxine en anatoxine, in 
casu, quatorze jours. La vitesse de floculation est restée cons- 
tante; nous devons donc conclure que l’influence du formol sur 
le temps de floculation est due &sa propre présence et qu'elle 
est indépendante de son action annihilante. Plus loin, nous 
mentionnerons quelques autres essais avec d'autres agents 
ayant également une influence remarquable sur la vitesse de 
floculation, mais n’altérant pas la toxine (ni l’antitoxine). 

Nous avons émis antérieurement une hypothése sur la for- 
mation de la toxine, et les essais que nous avons exposés ici 
appuient, nous semble-t-il, cette hypothése. Sans envisager la 
question des processus chimiques qui ont lieu dans le bouillon 
et qui ont été mis en lumiére par différents auteurs, parmi Jes- 
quels nous tenons a citer Abt, et Abt et Loiseau, dont les tra- 
yaux & ce sujet sont fort intéressants, nous avons essayé de 
pénétrer la question trés discutée de la formation intra ou 
extra-cellulaire de la toxine. Cette formation est-elle le fait 
des bacilles vivants ou est-elle une suite de l'action des 
enzymes proléolytiques sur les matitres protéiques du bouillon 
(théorie de Walbum et de Walbum-Dernby) ? 
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Ce qui nous intéresse pour le moment, c’est la constitution 
différente des toxines issues de préparations successives. Nous 
nous représentons ainsi la formation de la toxine: pendant toute 
la période de formation, on doit envisager deux processus: un 
processus producteur et un processus destructeur. Au début, 
la toxine n’est produite qu’en faible quantité. Elle se dissout 
dans Je liquide en s’y diluant. En méme temps, on observe 
généralement un abaissement du pH. Ces deux facteurs sont 
particulitrement favorables au processus destructeur, qui est 
& ce moment plus marqué que le processus producleur. Plus 
tard, grace & la culture (en méme temps que la dissolution des 
bacilles morts) et & ascension du pH, le processus destructeur 
se ralentit pour reprendre rapidement sa marche quand la pro- 
duction s’arréte, et le pH augmente jusqu’a un niveau qui est 
fatal pour la toxine. Walbum a montré que la stabilité des 
loxines est plus grande & un pH de 7,4 cnviron qu’aux valeurs 
soit supérieures, soit inférieures de celui-ci, la limite n’étant 
pas, naturellement, fixe. Cette valeur optimum du pH se trouve 
justement entre le sixiéme et le dixiéme jour du développement. 
Maintenant, G. Ramon a montré qu'il n'y a pas de destruction 
proprement dite de la toxine puisqu’elle conserve sa valeur flo- 
culante; il serait donc plus juste de parler d’un processus 
transformateur (de toxine en toxoide). Il nous parait pro- 
bable, que la proportion eet déterminée seulement par | 

Li par le 
degré de transformation de la toxine excrétée par les bacilles, 
et que ceux-ci ne forment qu'un seul poison. La transformation 
peut étre accélérée par certaines substances (catalyseurs), par 
exemple l’action du formol démontrée par Ramon, qui est trés 
typique. Je dois mentionner que Ramon, en collaboration avec 
Berthelot et M'e Amoureux, a montré qu'il est possible d’accé- 
lérer le processus de transformation pendant la culture des 
microbes en ajoutant au bouillon cerlaines substances, telles 
que la bile de boeuf, ce qui fait transformer, in statu nascendi 
(suivant l’expression des auteurs), la toxine. Cette derniére 
constatalion faite par Ramon et ses collaborateurs plaide en 
faveur de notre conception exposée ci-dessus, laquelle nous 
semble plus simple que les autres ; elle exclut les toxones de la 
théorie d’Ehrlich et de Ecole allemande, ainsi que les pro- 
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toxines dont l’existence fut présumée par Walbum-Dernby, et 
admet en concordance avec Madsen une seule substance, la 
toxine, dont la toxoide ne serait qu'une autre forme, puisqu’elle 
a conservé les deux fonctions les plus importantes : la fonction 
antigéne et la fonction neutralisante vis-a-vis de l’antitoxine. 
Nous sommes disposé & admettre une différence du méme 
ordre que celle existant entre le phosphore jaune et la variation 
rouge de la méme matiére. La premiére variation est toxique 
par opposition a la deuxiéme, mais toutes les deux donnent les 
mémes composés chimiques (P—* O—5, par exemple). 


L’ ANTITOXINE. 


Contrairement a ce qu’on trouve pour la toxine, la vitesse de 
floculation d'un sérum anlitoxique est indépendante du pou- 
voir antitoxique. Deux sérums, dont un contient 10 unités 
antiloxiques par cent. cube, et [autre 1.000 unilés antitoxiques 
par cent. cube, peuvent floculer avec la méme rapidité. Comme 
Ramon l'a déja dit, il y a une grande différence du temps de 
floculation entre divers sérums. Nous avions remarqué que 
certains chevaux producteurs d’antitoxine donnaient du sérum 
floculant avec la méme rapidité, dune saignée a l'autre. En 
examinant un grand nombre d’animaux, nous avons trouvé 
comme régle générale que la vilesse de floculation reste cons- 
tante pour le sérum provenant d’un méme individu. 

Nous donnerons ci-aprés les résultats d'une série de litrages, 
montrant les variations en pouvoir antitoxique de quelques 
chevaux et les Kf valeurs des sérums. 

De telles expériences doivent étre faites dans les mémes con- 
ditions pour qu’elles soient comparables. Il est 4 noter que 
beaucoup de facteurs influencent la floculation; aussi faut-il 
employer des tubes de méme calibre, prendre soin que les 
tubes soient toujours immergés au méme niveau dans le bain- 
marie, etc... 

Dans cet ordre didées Glenny et ses collaborateurs ont 
atliré l’attention sur la relation qui existe entre Ja valeur im 
vitro et la valeur in vévo d'un sérum provenant d'un méme 
individu. Ces auteurs ont démontré que pour quelques sérums 
le titrage in vitro donnait un résultat supérieur au titrage a 
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vevo, et que pour d’autres sérums la relation était inverse. Si 
maintenant le sérum d’un certain cheval montre une valeur in 
vivo inférieure a celle obtenue par le titrage in vitro, cet animal 
peut parfois pendant longtemps produire des sérums ayant la 
méme caractéristique. !! semble, alors, que cette caractéristique 
comme la vitesse de floculation est une fonction indépendante 
de l’antitoxine. 


INFLUENCE DE DIVERSES SUBSTANCES 
SUR LA VITESSE DE FLOCULATION. 


Nous avons mentionné dans une note antérieure que les 
toxines « concentrées » par le sulfate d’ammoniaque ou le 
sulfate de sodium et insuffisamment dialysées présentaient 
une vitesse de floculation inférieure 4 celle des toxines origi- 
nelles. Cette constatation nous a donné Vidée de rechercher 
Vinfluence des substances étrangéres, notamment des électro- 
lytes sur le phénoméne de floculation. Nous avons examiné 
lonte une série de différents corps et trouvé sans exception que 
l'addition de ces corps ralentit la vilesse de floculation. Pour 
lessels, nous les avons ajoutés de facgon & obtenir certaines con- 
centrations moléculaires pour pouvoir comparer l'effet des 
ions différents, 

Nous avons dabord examiné l’effet du chlorure de sodium. 
La technique et les conditions de l’expérience ont été les sui- 
vantes: dans une série de tubes, on ajoute un volume uniforme 
(10 cent. cubes) de toxine, la quantité de sel mise en ceuvre 
est dissoute et le volume amené a 20 cent. cubes avec de 
Veau distillée; le sérum est ensuite ajouté. On agile pour 
mélanger, et les tubes sont placés dans un bain-marie & 40° C 
de facon que la moitié de la colonne liquide soit couverte par 
l'eau. De la sorte, on obtient une circulation uniforme qui 
assure des résultats constants. Pour chaque expérience des 
essais de contréle sont faits avec toxine et sérum, sans sel. 
Une concentration de 0,1 moléculaire est sans effet. A la 
concentration de 0,25, il y a un léger ralentissement de la 
réaction. La concentration de 1 molécule réduit de moitié la 
vitesse de floculation. En augmentant la quantité de sel on 
diminue peu & peu la vitesse de floculation. Lorsque la solution 


Quantite du sel en concentrations moléculatres 


3,0 


2,0 


1,0 
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est saturée par le sel, le temps de neutralisation cst d’environ 
vingt-quatre heures, celui de la réaction témoin étant de 
une heure quinze minutes. Le chlorure de sodium a done une 
influence considérable sur la vitesse de floculation, sans toule- 
fois pouvoir empécher complétement le phénoméne. Tel est le 
cas pour le bromure de sodium. L’action commence 4 la con- 
centration moléculaire 0,1. La concentration de 0,5 a le méme 


| 
| 
= 
ti 
1 
=)7 
af 
bail 
Z pene alerts Magnésium_ |, 
a alata 


Kf en heures 


effet que la concentration de 1 molécule de chlorure de sodium. 
La concentration de 2,25 correspond & la valeur Kf de vingt- 
quatre heures et & Ja concentration de 2,50 la valeur Kf est 
infinie. Aucune floculation n’aura lieu méme aprés un séjour 
prolongé (plusieurs jours) a 40° C. 

L’action de Viodure de sodium est encore plus marquée. 
L’effet commence & la concentration de 0,05. Une concentra- 
tion de 0,3 a plus d’effet que la concentration de 0,5 de Na Br. 
Si la concentration est de 1, la floculation n’aura lieu qu’aprés 
vingt-quatre heures a 40°, et la concentration de 1,1 empéche la 
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floculation. Il en résulte donc que l’effel du bromure de sodium 
est deux fois plus grand que celui du chlorure de sodium et 
que l’effet de Viodure de sodium quatre a cing fois plus grand. 
Comme le cation est identique dans les trois sels, la différence 
entre eux doit étre attribuée & l’action des anions et dans cet 
ordre: J, Br, Cl. 

Les sels de magnésium ont également une action inhibitrice. 
L’action du chlorure de magnésium est plus grande que celle 
du chlorure du sodium, mais il faut se rappeler que l'ion Mg++ 
est bivalent. L’action empéchante peut venir alors en partie des 
cations. Le graphique ci-joint illustre la relation entre la con- 
centration du sel et les valeurs Kf. 

Beaucoup d’aulres substances ont été examinées, alcools, 
aldéhydes, acétone. Elles montrent toutes (1) une action ralen- 
tissante sur le phénoméne de la floculation. 


RELATION ENTRE LA FLOCULATION 
ET LA NEUTRALISATION TOXINE-ANTITOXINE. 


Les différentes constatations que nous venons d exposer ont- 
elles quelque rapport avec le processus de neutralisation 
toxine-antitoxine ? La vitesse de floculation est-elle en rela- 
tion stricte avec la vitesse de neutralisation? A priori, il 
n’est pas nécessaire qu'il en soit ainsi. On pourrait trés bien 
admettre que tous les sérums neutralisent la toxine en méme 
temps et que la différence de temps de floculation a pour cause 
des élals colloidaux différents, ou bien encore que les sérums 
a grande vitesse contiennent un catalyseur ayant une aclion 
accélérante sur le processus toxine + antitoxine — toxine-anti- 
toxine. D’aprés ce que nous venons de rapporter, il serait peut- 
étre plus juste de s'imaginer que les sérums a réaction lente 
renferment des substances possédant un effet inhibiteur sur la 
vilesse de floculation. 

Nous avons essayé de mesurer chez l’animal la vitesse de 
neutralisation entre toxine et antitoxine. On se rappelle que 
des conceptions contradictoires ont été émises a ce sujet. 


(1) Dusarric pe ta Riviire et Roux ont démontré linfluence des sels de 
quelques métaux rares sur la floculation des sérums antiméningococciques, 
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D'apres Ehrlich, la toxine devait réagir immédiatement sur 
l'antitoxine comme par exemple l’acide chlorhydrique sur 
la soude. 

Arrhénius et Madsen, en revanche, ont émis l’idée que cette 
neutralisation s’effectue peu a peu dans le sens de |’action d'un 
acide faible sur un alcool et que la loi de Guldberg et Waage 
était valable pour la combinaison toxine-antitoxine. 

Une troisiéme théorie fut formulée par Bordet. Bordet admet 
plutdt une absorption, c’est-a-dire un processus physico-chi- 
mique; la toxine et l’antitoxine peuvent se fixer dans des pro- 
portions variables. 

Si on fait le titrage d’un sérum antitoxique sur le cobaye 
suivant la méthode d’Ehrlich, il est impossible de suivre la 
marche du processus de neutralisation. Comme |’a montré 
Ehrlich, un mélange toxine-antitoxine présente le méme degré 
de toxicité, soit qu'on l’injecte immédiatement apres la prépa- 
ration au cobaye, soit qu’on laisse le mélange au bain-marie 
pendant un certain temps. En réalité, c'est grace & ce fail que 
la méthode d’Ehrlich donne des résultats si constants. Si lon 
s'en tient seulement aux cobayes et si l’on injecle les mélanges 
loxine-antiloxine par la voie sous-culanée, on doit conclure 
avec Ehrlich que la formation du complexe toxine-antitoxine 
se réalise instanlanément. Mais Morgenroth a eu l’ingénieuse 
idée d'injecter des mélanges toxine-antitoxine directement 
dans la circulation, d’une part dans Je ceeur des cobayes, d'autre 
part dans les veines du lapin. I] en résultera une différence 
trés nette entre leffet dun mélange récemment préparé et un 
mélange agé de vingt-quatre heures. Morgenroth conclut de 
ces expériences que la neutralisation se fait lentement, d’ac- 
cord en ecla avec Arrhénius-Madsen. Morgenroth employait 
des solutions diluées et un sérum standard gui contient de la 
glycérine et du sel; ces conditions suffisent, comme nous allons 
le voir plus loin, pour ralentir le processus. On ne peut, par 
conséquent, tirer de celte expérience aucune conclusion géné- 
rile. On ne pouvait pas s’attendre, en effet, & réussir & mettre 
en évidence quelques variations minimes entre les sérums. 
Les premiéres expériences n’ont pas donné des résultats tres 
démonstratifs. Il y avait des différences dans le temps de neu- 
tralisation, mais pas de relation exacte entre les valeurs Kf. 
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Ceci était di & ce que nous avions employé la technique ordi- 
naire d’aprés laquelle il faut diluer les sérums. Nous nous 
sommes, par la suite, procuré des sérums & faible pouvoir 
antitoxique, ce qui permet de mesurer les quantités de sérum 
nécessaires sans dilwer au préalable. Les essais étaient faits de 
la fagon suivante : on introduit dans de petits tubes, & l'aide 
d'une pipette capillaire, d’abord le sérum, et ensuite Ja toxine 
(également non diluée). Les tubes sont fermés avec un bouchon 
de caoutchouc, et placés dans un bain-marie. A des intervalles 
de temps différents, on préleve des échantillons qui sont dilués 
avec de l’eau distillée stérilisée jusqu’au volume total de 4 cent. 
cubes et les mélanges sont injectés immédiatement A des lapins 
par la voie intraveineuse. Les lapins étant de la méme race et 
pesant 2.000 grammes; la différence de poids des animaux & 
injecter ne dépassait pas 100 grammes, soit 5 p. 100 du poids 
total. La toxine employée pour les essais de floculation et les 
essais de neutralisation était la méme, une toxine agée de plus 
de cing ans. 

La stabilité de la loxine et des sérums & examiner était, bien 
entendu, éprouvée, cela en placant des échantillons dans un 
bain-marie a 40° C et en titrant leur valeur respective vis-a-vis 
du sérum et de la toxine non chautfés; ces opérations étaient 
faites au moment ou étaient prélevés les échantillons du 
mélange toxine-sérum. Nous avons pu nous rendre compte que 
tous les deux conservaient leur valeur respective pendant la 
durée de l’expérience. 

Tout d'abord la valeur toxique de la toxine qui devait servir 
aux essais élait déterminée chez l'‘animal d’expérience : 


Dose minima mortelle . 0 c.c. 005 (cobayes, injection sous-cutanée). 
Lome OTC EK: ES 0 c.c. 16 (cobayes, injection sous-cutanée). 
AR ee oS por eps oe 0 c.c. 20 (cobayes, injection sous-culanée). 
Dose minima mortelle . 0 c.c. 005 (lapin, voie intraveineuse). 

1b soe 0 c.c. 16 aprés neutralisation complete. 
IL+.. 0 c.c. 20 apres neutralisation complete. 
IW rg Ae ae 0.c.c. 10 (soit 10 unités antigéniques par 


eentimétre cube. 


Vis-a-vis de cette toxine les sérums furent dosés, dabor:| 
par la méthode de Ramon et ensuite par la méthode d’Ehrlich : 
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UNITES ANTITOXIQUES 
NUMERO par centimétre cube Kf 
SAIGNEE DU 
du sérum a 40° C. 
Ramon Ehrlich 
SS 
HOS) gee gegen: Oey ehianhl ae Piay, 20,0 20,0-22,5 ‘53 minutes. 
NM, 65 6 6 oll Pahenaaill VPs 13,3 12,5-15,5 IL 1st bays 
ASGM) sige SPeie 5 janvier 1925. 57,0 40,0-45,0 |15 heures. 


On peut s’étonner de cette grande différence entre la valeur 
antiloxique pour le sérum 436 titré 2m vitro et in vivo. Nous 
tacherons d’expliquer plus loin cette différence. 

Les résultuts des essais de neutralisation se trouvent ci-apres: 
0,20 cent. cubes de la toxine étaient mélangés avec les quan- 
tités indiquées des sérums. 

Le rapport entre le temps de floculation et le temps de neu- 
tralisation est donc aussi exact pour ces trois sérums que l'on 
peut s’y attendre, lorsqu’il s’agit d’expériences sur des animaux. 
On est donc parfaitement en droit de prendre la vitesse de 
floculation d'un sérum déterminé comme un indicateur de 
Yatfinité de la toxine pour l’antitoxine; de plus, la vitesse 
de floculation, nous l’avons montré, est sans rapport avec 
la quantilé d’antitoxine que contient un sérum. On sait 
que le vieillissement du sérum peut changer sa vitesse de 
floculation et que les sérums, chauffés ou purifiés, peuvent 
perdre parliellement ou totalement leur faculté de floculer, 
mais quils la récupérent quand on leur ajoute du sérum anti- 
toxique frais (Renaux, Ramon). On peut donc se poser cette 
question : la disparition de la fonction floculante d'un sérum 
améne-t-elle des variations dans l’affinité de ce sérum vis-a-vis 
de la toxine? Sil en était ainsi, on pourrait se demander si, 
par exemple, la purification des sérums ne nuit pas a leur 
aclion thérapeutique, car, comme je l’ai montré en collabora- 
tion avec Madsen, les sérums & grande vitesse de floculation ont 
un pouvoir curatif plus élevé que ceux & réaction lente. Nous 
avons cherché a éclaircir cette question de la facon suivante : 
deux échantillons de sér:um possédant des vitesses de neutrali- 
sation différentes (les mémes qui étaient employés pour les 
essais ci-dessus mentionnés) sont placés dans un bain-marie 
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NUMERO QUANTITE 


ee: TEMPS OBSERYATION 
du sérum poe ee | de neutralisation de Vanimal 
503 0,055 \ Suryit. 
0,050 ( 0) Survit. 
0,045 \ + 2 jours. 
0,050 Survit. 
0,045 2 heures. + 3 jours 1/2. 
0,040 \ + 2 jours, 
\ 
0,050 . Survit. 
0,045 24 heures. + 2 jours 1/2. 
0,040 = 4 jour 4/2. 
' | | r 
502 0,08 Survit. 
0,07 Suryit. 
0,065 0 Survit. 
0,060 +4 jour 1/2. 
0,055 +41 jour 1/2, 
0,065 ( Survit. 
0,060 1 Qe heune. +5 jours. 
0,055 + 1 jour 41/2. 
0,065 Survit. 
0,060 3 heures. + 8 jours. 
0,055 \ +2 jours 1/2. 
0,070 Survit. 
0,065 DELVES Survit. 
0,060 Zeal Gee + 2 jours 1/2. 
0,055 +4 jour 1/2. 
| : 
436 0,040 Survit. 


Survit. 
Survit. 
+ 7 jours. 


0,030 + 3 jours 1/2. 


| 
0.029 | 0 + 5 jours. 
0.029 + 3 jours 4/2. 
0,026 +4 jour 1/2. 
0,025 + 1 jour. 
| a 
| } 
| 
| 
| 


0.024 jour 4/2. 
0,030 uryvil ee 
6,028 ary ts + 7 jours 1/2. 
0.025 ees +2 jours 1/2. 
0,022 +4 jour 1/2. 
0,030 sue 

0,028 a Survit. 

0,025 9 heures. + 4 jours. 
0,022 + 2 jours 1/2. 
0,025 anh 

0,022 hs urvit. 

0,020 | day houres: +5 jours 1/2. 
0,015 + 2 jours 1/2. 
0.022 | Suryit. 1/2 
0,020 J + 4 jours 1/2. 
0,018 24 heures. 5 + 2 jours 4/2. 


0,015 + 4 jour 4/2. 
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a 58° C pendant une heure; la fonction floculante est alors 
détruite. Le temps de neutralisation est ensuite déterminé par 
le procédé employé antérieurement et avec la méme loxine : 


QUANTITE TEM S OBSERVATION 
de centimetres cubes de neutralisation de l’animal 
mélangés avec L-+ 


NUMERO 
du sérum 


+ 2 jours 1/2. 


Survit. 
Survit. 
\ Survit. 

Survit. 

/ + 3 jours 1/2. 
Survit. 
Survil. 
-+ 2 jours 1/2. 


24 heures. 


+ 4 jours. 
+ 3 jours. 
+ 4 jour 1/2. 


) Survit. 
+ 4 jours. 
+ 2 jours 1/2. 


9 heures. 


Survit. 
Survit. 

+ 5 jours. 
+ 1 jour 4/2. 


24 heures. 


: 
f Survit. 
| 
| 


fl en résulte que le chauffage qui attaque si profondément le 
pouvoir floculant ne change pas sensiblement la vitesse de neu- 
tralisation. 

La floculation est pourtant un processus en rapport avec la 
neutralisation. On peut la désigner comme la derniére phase 
de la réaction : toxine + antitoxine — toxine-antiloxine, elle 
aura lieu indépendamment de la premiére phase: la combi- 
naison des deux constituants du mélange. 

Bayne-Jones, qui s'est occupé également de cette question, 
a fait lintéressante observation que la réaction de floculation 
entre toxine et antitoxine se réalise avec un développement de 
chaleur. Pour l’agglutination des bacilles typhiques, il a réussi 
a mesurer un premier dégagement de chaleur, correspondant 
a union de Vantigene et de lanticorps, puis un nouveau 
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dégagement thermique correspondant au phénoméne d’aggluti- 
nation proprement dit. 

Nous avons rapporté que les sels divers possédent une 
influence plus ou moins considérable sur la vitesse de flocula- 
tion. D’aprés ce que nous venons d’apprendre & propos de la 
vitesse de neutralisation, il était naturel de penser que l’in- 
fluence des sels ne se borne pas au phénoméne de floculation 
seul, mais qu’ s’agit d’une action plus profonde et que la neu- 
tralisation entre toxine et antitoxine est également influencée. 
C'est ce que nos expériences ont permis de vérifier. 

Nous avons d’abord examiné, ace point de vue, un sérum & 
réaction lente, le sérum n° 486. Dans cet essai, la toxine fut 
mélangée avec le sel avant d’étre mise en présence du sérum. 
Nous avons choisi l’iodure de sodium parce que l’action de ce 
sel s’est montrée particuliérement.prononcée dans les expé- 
riences 2” vitro. La quantité nécessaire était calculée d’aprés les 
essais antérieurs, mais il ne s’agissait ni des mémes toxines, 
ni des mémes sérums employés pour les essais de floculation 


QUANTITE 
mélangée avec L+ 
en centimétres cubes 


TEMPS OBSER VATION 
de neutralisation de }’animal 


NUMERO 
du sérum 


eee 


Survit. 

+ 4 jours 1/2. 
14 heures. + 2 jours 1/2. 

+41 jour 1/2. 
4 jour 41/2. 


e+ 


urvit. 
jour le 
2% heures. 


r 
3 
2 | 
1) 
4 


t+4+y 


NM 


Survit. 

3 jours 1/2. 
48 heures. 4 jour 1/2. 
4 jour 1/2. 
4 jour. 


+++ 


La quantité de sel employée était de 0,05 gramme. Cette 
quantité a été suffisante pour empécher totalement la neutra- 
lisation quia eu lieu dans un mélange sans sel dans les mémes 
circonstances. / 


80 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Examinons maintenant un sérum & réaction rapide, d'abord 
avec 0,05 gramme de sel. 


NUMERO CES UTES TEMPS OBSERVATION 
de neutralisation de l’animal 


mélangée avec L+ 


1 . ‘ 
du sérum en centimétres cubes 


0.055 
0.050 
0,045 


0,050 
0,045 


24 heures. 


( 
) 
0,058 
j 
| 


Le mélange additionné de sel se comporte tout 4 fait comme 
un mélange sans sel. Nous avons alors fait un essai avec 
0,1 gramme de sel. Cette quantité fut également sans effet. 
L’expérience suivante était faite avec 0,25 gramme. Il en 
résulte un effet digne de remarque. 


NUMERO ee ae te TEMPS OBSERVATION 
du sérum SnvGouiinatresonbua de neutralisation de V'animal 
503 0.070 ; survit. 
0.965 + 5 jours. 
0.060 + 3 jours 1/2 
0.055 2 heures. + 2 jours 4/2. 
0.050 + 4 jour 4/2 
0.045 + 4 jour. 
0,040 + 4 jour 41/2 
| 


I] faut done moins de sel pour empécher la neutralisation 
d'un sérum & réaction lente qu'il n’en faut pour un sérum a 
grande affinité. Dans le premier cas, l’addition du sel agit de 
telle facon qu'il faut presque 50 p. 100 de plus de sérum pur 
pour neutraliser la toxine, c’est-a-dire la méme quantité que 
celle qui neutralise la toxine quand le mélange est injecté 
immédiatement ; dans le second cas avec une dose de sel suffi- 
sante, il faut également une quantité bien supérieure de sérum 
pour empécher la mort de l’animal (environ 30 p. 100). Il nous 
semble que celte expérience démontre bien les affinités diffé- 
ventes de divers sérums antidiphtériques pour la toxine. 
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I] était intéressant de rechercher maintenant si Viodure de 
sodium possédait quelque action sur un mélange déja neutra- 
lisé de toxine-antiloxine. D’aprés la théorie d’Arrhénius- 
Madsen, le processus toxine + antitoxine “> toxine-antitoxine 
est réciproque. En réalité, nos expériences déja relatées mon- 
trent que le complexe toxine-antiloxine peut avoir tendance 
i se dissocier. Si l’on consulte les différents tableaux sur les 
essais de neutralisation, on voit qu’un mélange qui reste dans 
le bain-marie plus longtemps qu'il ne faut pour que la neutra- 
lisation soit terminée récupére un peu de sa toxicité. Il est vrai 
qu'il s’agit de trés petites différences; mais, puisque le phéno- 
méne se retrouve pour lous les mélanges, il ne peut étre ques- 
tion d'un hasard. Nous avons pris le sérum & réaction lente 
pour démontrer la dissociation. Deux séries de mélanges sont 
préparées et mises au bain-marie pendant vingt-quatre heures. 
Puis, 0,1 gr. de sel est ajoulé & chaque série: l'une de ces 
series est injectée immédiatement apres l’administration, tandis 
que l’autre est laissée & nouveau au bain-marie pendant vingt- 
quatre heures, puis injeclée aux lapins : 


QUANTITE TEMPS DE NEUTRALISATION | 
NUMERO | OBSERVATION 
mélangée avec L-+- | aa 
du sérum | i ‘ \ Pi aatel Aprés addition | de Vanimal 
| en centimetres cubes | ‘Avant le se de sel | 
| 
436 0,030 \ Survit. 
| 0,026 24 heures. 0 Survit. 
| 0,022 ( +5 jours 
| | 
| ‘ 
0,030 ( +5 jouws. 
| 0,026 24 heures. | 24 heures. 5 + 2 jours !/2. 
0,022 (14 jour 4/2. 
| 


On voit quel'addition seule de sel ne semble guére influencer 
la composition du mélange, tandis que l’influence du temps 
de contact est bien marguée. 

Pour essayer l’action du sel sur le dépét formé sous l'influence 
mutuelle de la toxine et du sérum en proportions maxima, nous 
avons effectué l'essai suivant : 10 cent. cubes de toxine sont 
neutralisés avec du sérum 4 réaction lente et le mélange est 
porté au bain-marie pendant vingt-quatre heures. Aprés centri- 

6 
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fugation le dépdt est lavé plusieurs fois avec de l'eau distillée, 
puis mis en suspension aqueuse dans 40 cent. cubes d'eau. La 
suspension est divisée en deux parties; dans l’une des parties 
on dissout 0 gr. 1 d’iodure de sodium; les deux mélanges sont 
ensuite placés au bain-marie 4 40° pendant vingt-quatre heures. 
Puis ils sont injectés & des lapins. Le premier mélange se mon- 
trait inoffensif, Vanimal ayant recu le mélange traité par le sel 
fut paralysé aprés six jours et mourut le neuviéme jour aprés 
Vinjection. Il est done possible de dissocier au moins partiel- 
lement un dépot déja formé de toxine-antitoxine. Un dépét pro- 
venant d’un sérum a faible affinité se montre particulierement 
favorable a la dissociation. 

Les expériences que nous avons exposées ici nous donnent 
Voceasion de formuler les conclusions suivantes : 

1° La vitesse de floculation d'une toxine dépend en premier 
liew de son pouvowr neutralisant. Pour les toxines préparées avec 
le bouillon Martin et avec notre bacille (Pack-Williams 8) il y 
a une relation directe entre les valeurs Lf et Kf, celle-cr dimi- 
nuant proportionnellement avec celle-la; 

2° Le pouvoir toxique dune toxine ou, en d autres termes, la 


Or RE Bors: é 
Tf wa men 4 faire avec la vitesse de floculation. A la 


suite de nos expériences a ce sujet, nous avons émis hypothéese 
gue les bacilles diphtériques ne produisent quun seul poison : 
le poison diphtérique, dont la toxoide nest quune variation 
ayant conservé les caractéres principaux de la toxine, 

3° La vitesse de floculation dun sérum est déterminée par 
un facteur spécial pour chaque individu et sans aucun rapport 
soit direct, soit indirect avec Tantitoxine. Un grand nombre 
Hammaux fournissent des sérums antitoxiques qui, prélevés a 
différents moments, pendant limmunisation, ou longtemps apres 
que celle-ci a cessé (dans quelques cas plus d’un an apres) 
réagissent toujours avec la méme rapidité vis-a-vis de la méme 
toxine et dans des conditions d’expérience strictement semblables ; 

4° Les divers sérums montrent une vitesse de neutralisation 
différente et celle-ci est, pour les sérums que nous avons exa- 
mines, en concordance avec la vitesse de floculation. Il est donc 
vraisemblable que la vitesse avec laquelle flocule un sérum est 
Uexpression du degré de Vaffinité de ce sérum pour la toxine. 


raison 
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Les différences portant sur le temps de neutralisalion, et surtout 
Laccord avec le temps de floculation, ne peuvent étre mis en évi- 
dence quen utilisant des mélanges toxine-antitoxine non dilués : 

5° Différents corps étrangers, notamment les électrolytes, in- 
fluent Cune maniére plus ou moins marquée sur les vitesses de 
floculation et de neutralisation. Pour la floculation l'effet est 
différent pour les différents ions qui entrent dans le composé 
chimique ajoute ; 

6° Le complexe toxine-antitoxine montre une tendance natu- 
relle @ la dissociation. Cette dissociation peut étre accélérée par 
Vatdition de sel a la solution; un sérum & grande af finité 
demande plus de sel pour étre dissocié de sa combinaison avec la 
toxrine quun sérum a faible affinité ; 

7° La fonction floculante dun sérum peut étre détruite sans 
que la vitesse de neutralisation du sérum soit influencée ; 

8° En trattant le mélange toxine-antitoxine avec de liodure 
de sodium il est possible de dissocier partiellement les flocons 
toxine-antitoxine, ce qui se traduit par la mise en liberté dune 


petite quantité de toxine, qui a cause du sel présent est incapable 
de fixer antitoxine. 


(1. — FLOCULATION 
ENTRE TOXINE ET ANTITOXINE TETANIQUES 


La méthode de Ramon étant maintenant utilisée dans beau- 
coup de laboratoires pour le titrage des toxines et antitoxines 
diphtériques, il était naturel de se demander si on pouvait la 
substituer aussi aux méthodes employées jusqu’a présent pour 
le titrage de la toxine tétanique et du sérum antitélanique. 

Ramon a démontré que le phénoméne de floculation n’est 
pas limilé & la toxine diphtérique, mais qu’on le relrouve pour 
plusieurs autres toxines quand on leur ajoute du sérum anti- 
toxique correspondant. 

Ramon et Descombey utilisent la méthode de floculation 
pour déterminer la valeur antigéne de la toxine tétanique, et il 
ressort de leurs expériences que la méthode donnerait des résul- 
tats aussi exacts que pour la diphtérie, mais seulement & la 
condition que le sérum étalon soit convenablement choisi. 
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Abt et M' Erber estiment qu’on peut titrer le sérum antilé- 
tanique en utilisant une technique semblable a celle qu’a indi- 
quée Ramon pour le sérum antidiphtérique. Cependant ces 
auteurs ne trouvent pas une concordance absolue entre le litrage 
in vitro et le titrage tn avo pour tous Jes sérums : quelques 
sérums ne floculent pas réguliérement. 

Nous nous sommes proposé d'étudier ces questions en nous 
basant sur les faits communiqués par les auteurs que nous 
venons de citer. 

Nous mentionnerons d’abord nos recherches relatives a la 
loxine tétanique; ensuite, celles qui ont trait au sérum anti- 
tétanique. 


DérexMINATION DE LA VALEUR ANTIGENE D'UNE TOXINE TETANIQUE. 


La toxine télanique est connue comme une substance fort 
instable, plus instable que n'est la toxine diphtérique. On sait 
déja par les expériences anciennes (surtout d’EKhrlich et de ses 
collaborateurs) que la dégradalion de la toxine tétanique, comme 
celle de la toxine diphtérique, se traduit d’abord dans sa fonc- 
tion toxique, tandis que le pouvoir neutralisant était moins 
susceptible d’affaiblissement. Cependant on ne possédait pas 
avant la découverte de Ramon une méthode exacte permetlant 
de fixer ce pouvoir neutralisant. C’est pour cela que le titrage 
des sérums antitétaniques im vivo fut toujours une opération 
délicate... Pour surmonter les difficultés que présente l’insta- 
bilité de la toxine !étanique, beaucoup de chercheurs ont pris 
Vhabitude de n’employer, comme toxine étalon, qu'une toxine 
desséchée, la toxine & l’élat sec étant, semble-t-il, moins sen- 
sible aux facteurs qui peuvent intervenir dans latransformation 
en toxoide. 

Pour le liirage mm vero de la toxine diphtérique on peut se 
seryir d’un sérum élalon quelconque, pourvu qu’on connaisse 
exactement son titre. Il n’en est pas ainsi pour ce qui regarde 
rélément létanique. Ramon a souligné qu'il fallait choisir un 
sérum obéissant au principe de la floculation, c’est-a-dire un 
sérum donnant avec la toxine tétanique une floculation initiale 
au voisinage du point neutre du mélange. Il faut done que le 
mélange qui flocule le premier soitinolfensifquand on Vinjecte 
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aux animaux, et il faut, d’autre part, quil ne contienne pas 
Wexcés sensible d’antiloxine. Nous avons déja mentionné en ce 
qui concerne le titrage des toxines diphlériques les difficultés 
que présente la détermination exacie du point neutre d'un 
mélange toxine-sérum & cause du phénoméne d’Ehrlich qui 
trouve son explication dans l’affaiblissement partiel du grou- 
pement toxique. Plus tard nous donnerons les preuves qui, 
d@aprés nous, peuvent servir pour s’assurer que la floculation a 
lieu au voisinage du point neulre. 

Nous nous sommes servi surtout de deux sérums pour le 
titrage des toxines. Un était préparé par nous-méme, et par 
nombre d’essais nous nous étions assuré qu il donnait une 
floculation exacte. L’autre sérum nous était envoyé par 
G. Ramon. 


F DOSE MINIMA Lf Kf 
NUMEROS | PREPARES EN mortell da aapreatedy Ste) a 45° 
en OP ibinee cubes DB EDV INES GHC en heures 
1 1918 | 000005 0.045 18 
| 
Ns 0.00008 0,035 3 
3 0.00004 0,040 7 
4 0.00004 0,035 7 
5 1925 0.00002 0,038 h 
6 0.00002 0,035 3 
7 0,00003 0,035 1 
8 : 0,00004 0,035 7 
4 
9 000006 0.060 5 
10 | 000006 0,060 24 
1 000006 0,060 DA 
12 1926 000008 02060 6 (2) 
13 | 0,050 | 5 
14 0,038 | 10 
| 
45 : / 000004 0,050 | 42 
16 \ 0,00004 0,060 7 
47 fn 0,00005 0,035 | 3 
18 soa 0, 00008 0,040 3 
49 0,00008 0,040 | 1 
20 \ 000002 0.025 | 2 
| 


Nous donnons ci-dessus le résultat d’nn titrage de différentes 
toxines, lantot stabilisées, lantét fraiches, le titrage étant fait 
avec notre sérum titrant 700 U. A. sur la souris. Comme la ré- 
action s’effectue lentement, nous avons préparé les mélanges 
toxine-sérum la veillede l’expérience. Les mélanges sont portés 
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a la température de la cave, et aprés quinze heures de séjour 
(& 5°) ils sont placés dans un bain-marie & 45° (la température 
employée par Abt et M' Erber). Nous indiquons la toxicité 
qu’avaient les toxines lors de la préparation. 

On voit qu'il n’y a pas d’accord vonstant entre la toxicité et 
le pouvoir neutralisant. Pour les toxines agées, on n’en devait 
pas attendre, puisque la toxicilé diminue considérablement 
avec le temps. Pour les toxines fraiches (les toxines préparées 
en 1927 furent titrées in vivo et in vitro immédiatement aprés 
la filtration), on peut voir ici quil y a une relation entre la 
toxicité et les Lf-valeurs. Les toxines les plus toxiques mon- 
trent des Lf-valeurs moindres que celles des moins toxiques. 
Cet accord devient plus frappant si l'on considére non les 
doses minima mortelles, mais les valeurs Lo déterminées au 
moyen des souris. La valeur Lo était déterminée en méme 
temps que la dose minima mortelle : 


DOSE MINIMA me | Lf 


DATE kf 
de la préparation seeneue en en 


: en 2a ae 
) ‘ F ‘tres cubes| ‘tres 
de la toxine MantinAtsos cuties centimetres cubes|centimétres cubes} en heures 


8 janvier 1927. 0,00005 0,06 (2) 


— 
~~ 
— 


dmoranseo oi ies: 000001 0,06 
2 avril 1927 (a). 0, 00001 ,06 0,06 
2 avril 1927 (6). 0,00008 5 0,035 
2 mai 1927. . . 0,00005 0,040 0,040 
AGM all99 Tee 0,00002 0,022 0,025 
e) joann MERI, 000005 0,038 0.040 


Ot bP ~2 WT DD 


On trouve donc dans quelques cas une bonne concordance 
entre les valeurs Lo et Lf quand la toxine est fraiche. Les 
toxines agées montrent en revanche une valeur Lo supérieure 
a la Lf-valeur. 

La ltoxine, préparée en 1918, avait, lors de sa préparation, une 
valeur Lo égale & 0,036. Elle est maintenant & 0,12. Il semble 
alors qu’ici une diminution du pouvoir neutralisant s'est pro- 
duite, car la Lf-valeur ne doit étre que trés peu supérieure a 
la Lo-valeur. Théoriquement, elle doit étre égale ou inférieure, 
mais il faut se contenter en pratique d'un demi-accord, car les 
erreurs expérimentales sont inévilables. Quelques toxines 
vieilles donnaient des Lo et Lf-valeurs comme suit : 
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DATE Lo Lf 
de la préparation en centimétres cubes en centimétres cubes 


CSE 


23 janvier 1925 Geeta x 0,035 
29 mai 1925 ey , 0,040 
6 juin 1925... es As 0,035 
der septembnes 4925, . 5... 4. 0,035 
1ev mars 1926 : ; 0,06 


Les valeurs Lo déterminées ainsi, une ou plusieurs années 
aprés la préparation des toxines, sont done nettement supé- 
vieures aux valeurs Lf, et la différence indique le degré de 
transformation de la toxine en toxoide, processus dont la 
marche est fort différente suivant les échantillons de toxines, 
ce qui est d’ailleurs une notion courante. 

Le tableau montre qu'il n’y a pas d’accord entre la Lf-valeur 
et le temps de floculation (Kf) d'une toxine. I] est possible 
que la conservation joue ici un role plus grand que lorsqu’il 
s'agit de toxine diphtérique. On voit en effet au tableau que les 
deux toxines préparées le 2 avril 1927, en méme temps et dans les 
mémes conditions, montrent une différence de Kf-valeurs quit 

,sont en relation étroite avec les valeurs des pouvoirs toxique 
et neutralisants. Nous allons voir plus loin que des toxines 
issues de diverses préparations se montrent inégales dans leur 
facon de réagir i vitro vis-a-vis du sérum. 


Lf 


(avec 
le sérum frangais) 


Tah 


(avec notre sérum) 


TOXINE 


0,033 
0,033 
0,033 
er yaiiaer tar erie Ly 0,030 
CRT cag Oe Se a OR 0,030 
Toxine fraiche préparée le 9 juin 1927 . 4 0,100 


Nous avons fait quelques tilrages simultanément, d'une part, 
avec le sérum que nous avons recu de l'Institut Pasteur, et, 
d’autre part, avec notre sérum étalon. Nous mentionnons 
d’abord les toxines ow la floculation avec le sérum francais 
donnait une zone unique, et, plus loin, quelques toxines qui 
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présentent une floculation irréguliére, n’indiquant pas le point 
neutre du mélange. 

Les trois premiéres toxines montrent une valeur Lf presque 
égale que le titrage soit fait avec l'un ou l'autre sérum. Les 
deux toxines mentionnées ensuite montrent une différence con- 
sidérable. Pour la toxine n° 12, il est a noter que la floculation 
avec notre sérum n’était pas trés nette; c’est pour cela que nous 
avons mis un point d’interrogation dans le tableau. La floculation 
s'est étalée sur plusieurs tubes a la fois, ce qui rendait la 
lecture de J’optimum difficile. Il est possible alors que la valeur 
titrée avec le sérum francais soit la valeur exacte. La derniére 
toxine donnait une floculation irréguliére avec le sérum fran- 
cais; le mélange qui floculait le premier tuait une souris en un 
jour quand il fut injecté sous le volume de 0c. c. 3. 

Le titrage des deux toxines présenta des phénoménes bien 
curieux : 

A. Toxine n° I, 1927. — Cette toxine était préparée le 
6 mai 1927 avec un bouillon de veau peptonisé par l’addition 
de 1,5 p. 100 de peptone de Witte. Le pH de départ était 
de 7,1. La dose minima mortelle était de 0c. c. 00005 et la Lo 


de 0,038 a 0 c. c. 040. La toxine était titrée in vitro avec les. 


deux sérums. 10 cent. cubes de la toxine étaient mélangés 
avec les quantités ci-dessous mentionnées du sérum danois : 


PREMIER ESSAT DEUNIEME ESSAT 
en centimétres cubes en centimétres cubes 


DUREE 
0,035 0,034 de l'observation 


en jours 
0 P 
? Mourant. 
Tétanos faible.| Mort. 
Tétanos faible. 


0 signifie : pas de télanos; ? signifie : traces, tétanos douteux. 
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Si on calcule la Lf pour ces essais, on arrive & une valeur 
de 0,04 environ. Les essais sur des souris (injection de 0c. c. 3 
des mélanges) montrent que la floculation initiale est bien voi- 
sine du point neutre. 

Le titrage avec du sérum francais a donné pour résultats : 


10 cent. cubes de toxine —. 


PREMIER ESSAI DEUXIEME ESSAT 
en centimétres cubes en centimétres cubes 
0,40 0,28 
0,36 0,25 
0,28 (),22 (+) 
0,21 + en 1 heure. 0,20 + en 50 minutes. 
0,17 + en 4 heure. 0,48 (+) 
0,16 
0,14 


D’aprés ce titrage, on devrait culculer la Lf-valeur & 0c. c. 07 
environ. Une injection de 0c. c. 3 des mélanges montrait que 
le mélange qui floculait en premier lieu était toxique. 


DUREE 
de l’observation 
en jours 


Tétanos fort./Télanos fort. 
Tétanos fort. Mort. Mort. 
Mourant. 
Mort. 


di mm B=) =) 


Une autre toxine, préparée plus tard, a donné des résultats 


semblables. 
B. Toxine n° IJ]. — Préparée le 16 mai 1927 avec le méme 


bouillon, ensemencé du méme bacille. 


DoOSeaminimanmorteller ss) aa) ane 0 c.c. 00002 
A festey (RRR wien WAR 


Titrage in vitro avec le sérum danois. 


40 cent. cubes de toxine +. 


0 c.c. 08 (+). 

0 ¢.c¢, 07 -— en 3 hb. 20. 
0 c.c. 063 + en 3 h. 20. 
0 c.c. 056 (+). 
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La Lf-valeur, caleulée d’aprés cet essai, est d’enyiron 
ce. ¢. 028. 
0 c. c. 3 des mélanges furent injectés aux souris : 


DUREE 
0,056 de Vobservation 
en jours 


0 


> 


Tétanos faible. 
Tétanos faible. 


Titrage in vitro avec le sérum francais : 


40 cent. cubes de toxine +. 


ROME 
3O5: Bs 
Ca20e 
aC. Ao eM Ane dor 
aces Wek, 
2@s 055 


coqcc 
So CON Coy Coles Go 


io) 


Cette floculation correspond & une neutralisation partielle, 
car seulement 25 p. 100 environ de la toxine sont neutralisis 
dans le mélange qui flocule le premier. 

Il est clair que ces deux loxines ne peuvent étre titrées par le 
sérum francais. Comment expliquer ces résultats? Le sérum, 
que nous avons regu de l'Institut Pasteur, sert a titrer la valeur 
antigéne des toxines frangaises. Nous avons pensé alors que 
la constitution des toxines tétaniques préparées & l'Institut 
Pasteur différent, au point de vue de la floculabilité, des nétres. 
Nous avons, par conséquent, examiné deux toxines fran- 
caises (1), vis-a-vis : 4° du sérum francais; 2° du sérum danois. 
Les toxines étaient toutes deux préparées en 1926, Pune (a) au 
mois de mai, l’autre (6) au mois d’octobre. Nous ne savons pas 
quelle était la toxicité au moment de la préparation. 


(1) Les toxines étaient préparées au service du Dr Louis Martin. Nous 
remercions MM. Abt et Loiseau qui, a plusieurs reprises, ont mis, avec beau- 
coup damabilité, des échantillons a notre disposition. 
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TOXINES Lf Lt 
(Institut Pasteur) (sérum danois) (sérum francais) 
CEES IS MS seas AMP Ghtd oils: eWed Shit Pade oboe the 0,05 0,05 
Oe aes aE Bly Patera Fs) ell Ue eA Ga Oh eek h - 0,055 0,045 


I] en ressort, pour une, une concordance absolue, tandis que 
lautre montre des valeurs différentes suivant que l’on fait le 
titrage avec le sérum danois ou avec le sérum francais. La Lo 
de la premiére toxine était de 0 c. c. 08, pour la deuxiéme de 
0c. c. 055. IL est & noter que ces déterminations étaient faites 
quelque temps aprés la préparation. Par conséquent, il est 
vraisemblable que la vraie valeur Lf de la toxine 6 est de 
0,045, puisque la toxine s’affaiblit pendant le voyage, la con- 
servation (quelques mois), etc. Nous pouvons alors conclure 
que le sérum francais donne des floculations réguliéres et voi- 
sines du point neutre quand on emploie des toxines de 
{Institut Pasteur. Les toxines préparées & notre Institut 
donnent quelquefois des résultats exacts, dans d’autres cas des 
résultats erronés. Les toxines que nous avons recues de 
"Institut Pasteur sont préparées avec un bouillon spécial a 
base de bouillon de panse (procédé du D* Louis Martin). Nous 
nous servons du bouillon de veau (ou de cheval) auquel nous 
ajoutons de la peptone de Witte. Nous avons a4 plusieurs 
reprises mentionné la différence que montrent les toxines 
diphtériques préparées avec le bouillon Martin au point de 
vue de Ja floculation, vis-a-vis des toxines faites au moyen 
de bouillon additionné de peptone en poudre (1). Nous 
ne pouvons done expliquer les différences observées que par 
une constitution essentiellement différente des toxines. Mais en 
ce qui concerne Ja diphtérie les différences ne se sont jamais 
montrées aussi prononcées; nous n’avons jamais observé des 
toxines diphtériques donnant une floculation irréguliére sem- 
blable & celle mentionnée ci-haut pour les toxines télaniques. 
Seulement ces irrégularités limitent notablement limportance 
du principe de la floculation, en vue du litrage des toxines 
tétaniques. On ne peut pas employer cette méthode comme 
méthode unique, il faut contréler les résultats obtenus in vitro 


(1) Cette observation a été faile aussi par d’aulres expérimentateurs, ex. 
Tapia. 
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par des inoculations aux animaux (souris, cobayes). Chaque 
fois qu’on change la préparation, on risque de tomber dans de 
eraves erreurs si'l’un veut déterminer le pouvoir antigéne au 
moyen de la floculation. Méme avec des toxines issues de deux 
préparations semblables, avec le méme milieu, et le méme 
bacille, en un snot toutes les conditions expérimentales étant iden- 
tiques, onn’est pas stird’oblenir deux toxines floculant de la méme 
facon. Si on considére les deux toxines n° II et Il (danoises) 
issues de deux préparations successives, préparées scrupuleu- 
sement sous les mémes conditions d’expérience, on se rendra 
compte que le sérum (francais) flocule avec la toxine II, dans 
le mélange ou environ 60 p. 100 de la toxine est neutralisée, 
tandis que la floculation se présente pour la toxine HI pour un 
degré de neutralisation de 25 p. 100 environ. La valeur Lf 
pour la dernitre toxine serait calculée au quart de la vraie 
valeur neutraiisante. 

La floculation ne peut-elle pas nous fixer sur le pouvoir 
ueutralisant ? Dans certains cas, oui. Selon moi, on doit faire 
deux litrages. Premiérement, déterminer la valeur Lf par la 
floculation, et, deuxiémement, déterminer la valeur Lo. Si ces 
deux valeurs se couvrent, ou si la valeur Lo est trouvée légére- 
ment supérieure ala valeur Lf, on peut étre presque stir que 
celle-ci exprime le pouvoir neutralisant et antigéne que porte 
la toxine en soi spécifiquement : Ramon l’appelle — avec une 
expression particuliérement bien choisie — « /a valeur antigéne 
intrinseque ». En effet le pouvoir antigéne que présente une 
toxine en pratique dépend naturellement d'abord du pouvoir anti- 
géne intrinséque, mais aussi d’autres facteurs qui jouent un réle 
plus ou moins important. Nous avons trouvé par exemple que 
les anatoxines diphtériques étaient sensiblement inféricures 
comme antigene & des toxines non altérées. I] est vraisem- 
blable que le pouvoir anligéne intrinséque est le méme pour 
une anatoxine et pour la toxine qui a servi & sa préparation, 
si le pouvoir floculant de Vanatoxine est égal a celui de la 
toxine, mais la toxine non altérée peut avoir un effet stimu- 
lant, non spécifique si l’on veut, par l'intoxication qu’elle 
exerce sur l’organisme et qui se (raduit par une élévalion ther- 
mique, un malaise de l’animal, etc..., dont l’anatoxine est 
dépourvue. 
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Viennent encore lorganisme lui-méme, les proléines du 
miliewétéws (4), 

En revanche, si l’on trouve im vitro une valeur (Lf) remar- 
quablement supérieure a celle trouyée in vivo (Lo), on peut 
dire que la floculation a perdu sa signification dans ce cas. 

Le titrage d'une anatoxine présente aussi une difficulté : ici, 
on n'a pas le contréle sur l’animal. Pour constater la flocula- 
tion dans ce cas, on pourrait se servir de la méthode employée 
par Kraus et ses collaborateurs pour les toxines diphtériques : 
ces auteurs mélangent la toxine formolée & une toxine non 
altérée et déterminent son pouvoir neutralisant par la valeur 
L+ du mélange. La valeur L+ de la toxine non altérée étant 
connue, ils déterminent par un simple calcul combien d’anti- 
toxine a été neutralisée par la toxine formolée. 

Nous poursuivons nos recherches sur le titrage des toxines 
tétaniques cherchant d’abord un sérum qui flocule réguliére- 
ment avec toutes les toxines télaniques de quelque constitution 
qu’elles soient. Dés que l’on sera en possession d’un tel sérum, 
on pourra substituer totalement aux titrages sur souris et 
cobayes la méthode de floculation : ce n’est qu’alors que cette 
méthode s’imposera en effet. 


TiITRAGE tn vitro DU SBRUM ANTITETANIQUE. 
Tandis que le titrage em vitro du sérum antidiphtérique 


(1) U faut se souvenir dans cel ordre @idées que Ehrlich désigna par le 
nom « groupes haptophores » la faculté neutralisante et antigénique de la 
toxine. Ehrlich avait signalé qu’une toxine tétanique trailée par le sulfure 
de carbone (CS 2°) se transformait en toxoide. Cette toxoide était inoffensive 
pour les animaux. Une souris supportait 1 cent. cube sans présenter quel- 
ques signes (intoxication, mais lanimal ainsi traité possédait une immu- 
nité contre le tétanos. Ehrlich admettait que les toxoides pouvaient créer 
un fond dimmunité, mais qu'il faudrait avoir recours aux toxines non alté- 
rées pour hyperimmuniser avec bon résultat les animaux producteurs d anti 
toxine. 

Nous avons de notre part essayé a plusieurs reprises d’immuniser nos 
chevaux producteurs d’anltitoxine par l'anatoxine seule, mais nous avons tou- 
jours di nous adresser 4 la toxine inallérée vers la fin de la periode 
dimmunisation pour obtenir des sérums bien riches en antiloxine. Avec 
Vanatoxine seule, nous n’avons pu produire des sérums dont le titre antt- 
toxique dépassait 400 4 500 U.A., tandis que limmunisation entreprise au 
moyen d'une toxine fraiche nous fournit couramment des sérums a 800 U. A. 


par centimétre cube ou plus. ode . 
Voir mon article dans les Comptes rendus de la Société de Biologie de 1926, 


96, 606. 
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méthode de Ramon fut bientot répandu dans les différents 
pays, il semble que le titrage in vitro du sérum antitélanique 
se soit heurté a des difficultés et jusqu’a présent on trouve peu 
de communications dans la littérature, 4 ce sujet. 

W. Scholz, dans une courte note, fail connaitre ses expé- 
riences et conclut que la méthode n'est pas assez sensible pour 
étre employée au lieu et place de la méthode ancienne. Cepen- 
dant, Abt et M'* Erber estiment qu’un grand nombre de 
sérums peuvent étre litrés avec avantage, tandis qu'une faible 
proportion de sérums ne présentent pas de floculation nette et 
réguliére. Ces savants se servent de la méme technique quia 
indiquée G. Ramon pour le titrage du sérum antidiphtérique. 

Nous avons fait le titrage de quelques centaines d’échantil- 
lons de sérums provenant de 40 chevaux environ. 

I] importe d'avoir une bonne toxine étalon. Nous avons vu 
que les toxines fortes ne floculent pas toujours plus rapidement 
que les toxines faibles. Quelques toxines (1) ne donnent pas une 
floculation nette avec un optimum, mais les mélanges se trou- 
blent dans une série de tubes, et il se forme de fines particules 
qui restent en suspension dans le liquide sans former de flo- 
cons. De telles toxines ne se prétent pas au réle de toxine 
étalon. La toxine choisie, on fait une déterminaison aussi 
exacte que possible de la Lf-valeur (et pour contréle de la Lo- 
valeur). Nous avons employé la quantité fixe de 10 cent. cubes 
de toxine étalon et opéré a 45°C. Comme la réaction entre toxine 
et antitoxine [étaniques s’effectue trés lentement méme & 45°, 
nous avons adopté !a technique proposée par nous pour les 
toxines diphtériques 4 réaction lente : le mélange toxine-sérum 
fait, on laisse les tubes reposer& 0° ou a la température du 
luboratoire pendant douze & quinze heures. La réaction entre 
toxine et antitoxine s’effectue alors, mais la floculation n’a pas 
lieu, en général. Celle-ci se réalise assez rapidement quand les 
mélanges ainsi traités sont placés dans le bain-marie, de pré{é- 
rence de facon queseulement un tiers ou la moilié de lacolonne 
liquide soit couvert par l'eau. La circulation accélére alors le 
processus. Le tableau ci-aprés montre la relation entre le 
titrage en vitro et le litrage zn vivo pour quelques sérums. 


(1) Des toxines semblables sont aussi observyées par W. Scholz. 
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NUMERO UNITES ANTITOXIQUES | UNITES ANTITOXIQUES kf 
du sérum in vive in vitro en heures 


475 500 
600 425 
525 528 
225 250 
630 525 
400 300 
630 525 
350 325 
650 700 
350 525 

400 

200 

400 

150 


— 
ow 


3 
1, 
h 
0 
1 
5 
h 
6 
4 
6 
6 
2 
7 
2 


200 
500 
500 
450 


me WD +1 


4150 
400 
150 
350 
730 
200 
100 


lor dl Slt 


MelanoemnclOle ae 770 
Meélane@e me Ings . 9. 300 
MRONEWARS TNO In 6 a 700 


On voit qu’un nombre considérable d’échantillons montrent 
une bonne concordance entre les deux tirages. Cependant, il y 
en a qui floculent tout a fait irréguliérement, dans des mélanges 
qui ne contiennent pas la toxine et l’antitoxine dans les propor- 
tions ot elles se neutralisent mutuellement. Quelques sérums 
floculent suivant deux (ou plusieurs) zones; dans ces cas, la 
floculation anormale est toujours apparue avant la floculation 
qui indique le point neutre. On voit deux échantillons marqués 
dans le tableau donnant deux zones, ce qui n’empéche pas 
Wailleurs que le sérum peut étre titré a viéro, la deuxiéme zone 
correspondant exactement au titre obtenu par le titrage in vivo. 
Mais un sérum peut floculer par une seule zone avec une 
toxine, et par deux ou plusieurs zones avec une autre toxine. 
Ainsi, le sérum que nous avons recu de l'Institut Pasteur donne 
une zone unique avec la toxine également originaire de I'Ins- 
titut Pasteur. En revanche, notre toxine étalon donne deux 
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zones et la derniére formée correspond au point neutre. Nous 
donnons comme exemple un essai avec la toxine (6) de l’Ins- 
titut Pasteur et une longue série de tubes contenant des doses 
différentes de sérum. 


40 cent. cubes de toxine +. 


a b 
sérum francais sérum danois 
en centimétres cubes en centimétres cubes 
1,0 0,24 
0,7& + en 2 heures. 0,47 + en 1 h. 30. 
0,56 + en 2 heures. 0,413 
0,42 + en 30 minutes. 0,10 
0,32 +en10 minutes. 0,077 
0.24-+ en 15 minutes. 0,960 
0,18 0,046 
0,17 0,036 
0,13 0,928 + en 10 heures. 
0,10 0,021 
0,017 


Avec une de nos toxines et le sérum francais on aura pour 
une longue série de tubes : 


40 cent. cubes de toxine (n° 7) +. 


cenl. cube. 

c. 75 opalescent en 4 heures a 45°, 

. 56 opalescent en 4 heures & 45° + 20 h. 
. 42 opalescent en 4 heures. 


lo 


+ en 4 heures a 45° 
+ en 20 heures. 

+ en 2h. 45. 

+ en, 4 jh. 45, 

5 + en 20 heures. 


eg eooe98 


SS ye Sa 
° 

2020 
=I S don Col 


Qa oO 
el ed Oe) 


oe 
for) 


Comme on le voit, un séjour prolongé a 45° produit plusieurs 
floculations. 

Ces exemples suffisent pour démontrer comment est irré- 
gulier le phénoméne de floculation entre toxine et antitoxine 
tétaniques d’origine différente. Et cependant vis-a-vis d’une 
méme toxine les sérums provenant de différents individus 
montrent dans quelques cas une relation constante, par 
exemple en ce qui concerne leur vitesse de floculation vis-a-vis 
de la toxine. On doit remarquer sur les tableaux qu’il n’y a pas 
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(de méme que pour la diphtérie) de rapport entre le pouvoir 
antitoxique et la vitesse de floculation (1). 

Nous avons suivi l’immunisation d'un cheval 556 qui fournit 
un sérum floculant particuliérement bien et rapidement (une 
heure & 45°). Le sérum de ce cheval a conservé cette vitesse 
de floculation malgré les oscillations considérables du_ titre 


antitoxique d'une saignée & l'autre. Nous citons deux animaux 
encore : 


kf 
ULA. en heures 

( Saignée du 10 aotit 1925... 1... 666 16 

Ne 458. Saignée du 24 septembre 1925... . 875 als 

Saignée du 4e" octobre 1925... . . 735 45 

Beery Gln AUS Byatt EP 5 se gh a Ac 560 14 
ecm. Baignce du 24 septembre 4925. . . . 1.470 

| Saignée du 24 novembre 1925... . 350 45 

SalonecerduesulewnienO26e nem 875 44 


Comme nous l’avons montré, il y a pour certains sérums anti- 
diphtériques une concordance entre les valeurs Kf et Kn, 
cela veut dire que la vitesse de floculation exprime laffinilé du 
sérum pour la toxine. Nous avons pu retrouver des faits sem- 
blables pour les sérums antitétaniques. 

Nous avons choisi pour ces expériences (1) deux sérums qui 
montrent de grandes différences entre leurs vitesses de flocu- 
lation : Pun titrant 125 U. A. floculait en quatre heures environ 
(exactement trois heures quarante-cing), l'autre renfermait 
625 U. A. et floculait en quinze a seize heures avec la méme 
toxine; 10 cent. cubes de toxine étaient mélangés avec les 
doses de sérum indiquées dans les tableaux, et l'on complétait A 
41 cent. cubes par de l’eau physiologique. Les tubes étaient 
fermés par des bouchons de caoutchouc et le liquide mélangé 
soigneusement. Un échantillon fut prélevé immédiatement 
apres le mélange et, aprés dilution nécessaire, une quantité 
renfermant la Lo-valeur de la toxine fut injectée a des souris. 
Les mélanges furent ensuite exposés & la température de 45° et 
des échantillons prélevés & des moments différents; Vinjection 
avait lieu aussitot apres la dilution. 


(1) Nous sommes ici en concordance avec Abt et M's Erber. 
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0 indique dans les tableaux que l’animal reste bien portant 
et ne présente aucun signe de létanos ni local ni général. 

? indique les animaux qui n’ont pas encore de tétanos déclaré, 
mais de légéres traces de tétanos local. 

A. Essai de neutralisation avec le sérum a réaction rapide. 

10 cent. cubes de toxine étaient mélangés avec tes doses sui- 
vantes de sérum : 0c. ¢. 18, 0¢.c. 16, Oc. c. th, 0c. c. 12, 
0c. c. 10, 0c. c. 08; les injections aux animaux avaient lieu 
aprés zéro, deux, quatre, huit, seize, trente-deux heures de con- 
tact. Les animaux furent observés pendant quatre jours consé- 
culifs. 

Cette expérience montre que la neutralisation entre toxine 
ct sérum est terminée aprés quatre heures environ; méme si le 
mélange toxine-antitoxine reste pendant trente-deux heures 
a 40°, il ne diminue pas en toxicité. 

B. Examinons ensuite le sérum a marehe lente. 

Le sérum était cing fois plus riche en antitoxine, mais le 
temps de réaction était quatre fois plus grand que le premier 
sérum. Les conditions de l’expérience étaient les mémes que 
précédemment. 

10 cent. cubes de toxine sont mélangés avec : 0 c. ¢. 036, 
Ore .c- 033) c. c. 030, Bc. c. 027, 0.c. 2. 024; Dc. c. @20 de 
sérum. Les injections étaient faites aprés zéro, trois, six, neuf, 
ltreize, seize, vingt-deux, trente heures de contact. 

Par un essai préliminaire nous nous étions rendu compte de 
la lenteur du processus de neutralisation : 

La neutralisation n'est accomplie quaprés seize heures 
environ. Nous avons alors pour les deux sérums : 


Kf. Ixn. 
COS oo aS 3 h. 45 4 heures environ. 
ee ne Oa LOL ne nes. 16 heures environ. 


Pour de tels essais il importe, cela va sans dire, de controler 
la stabilité des toxines et sérums, pour s’assurer qu'un affat- 
blissement n'a pas lieu pendant le chauffage. Les toxines 
sont particuliérement sensibles vis-a-vis des températures 
élevées; il faut choisir une vieille toxine stabilisée. La résis- 
tance des toxines est d'ailleurs fort inégale ef nous avons 
choisi pour nos essais celle qui, parmi plusieurs échantillons 


ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


100 


Y “10N 
€ *jAOJ SOULJ L 
6 “SOUR L 
i 0 
y “yAOJ SOCIOL 
¢ “SOUR. L 
z ‘soueyo L 
i 0 
y “queINoy 
@ ‘souejoL 
a “souejy L 
V 0 
y *VLOT 
ce ‘JLOJ SOUKJIL 
G SOUL) L 
J 0 
v4 
€ {LOW 
j ‘souejoL 
J 0 
| 
vi 
S “VON 
G ‘yOy SOUBJOL 
J é 
} | 
| 
G "710 JN 
T | “sourjo L 
iW 
& 
z 
i | “VOT 
2 we 
sinof ua 
UOT/BAIOSqO.] Op 020°0 
agayuna 


v7) 


‘o[qlej SOUB)I 


ooo 


‘orqrey SouB19L 
4 
0 
0 


oyqrey sour] 
0 
0 


‘AOJ SOURIDL 
“opqrey Soue]9 
0 
0 


‘soue}oL 
“sour]oL 
0 
0 


yO} SOURIDT 
‘sour L 
0 
0 


“WOW 
“orqrey soueyoy 


420 0 


coooo ocooco 


oooce- 


oocn 


-aTqrey Soue1IL 
a 
() 
0 


sour) L 
‘souejo L 
0 
0 


‘soueyo L 
*soueyo J, 
0 
0 


"}IOW 
“JUBINOT 
‘\qOj SouUR}OL 
é 


L200 


| 


oooeo ooooe oocooo coco oooo 


| 0 


0 


oo 


“VOT 
“Woy SOUR) L 
0 


ooo oroo i) ocoo gooo oooo 


occoco 


ooce- 


coco oococo oooo ocoococeo ocoooo oooo 


ocoooofm oococo 


9£0°0 


(ao 


oT 


&t 


soqney uo 
uorzesi[erjnou op 
SdWaL 


eae acca 


104 


a 


LE PHENOMENE DE FLOCULATION DES TOXINES 


HOW 


“soueyaL, 


0 


170 


"soue]o LE 
‘ayqrey sour] 
é 


0 


‘oTqiey soueqd |, 
‘oTqrey sour], 
é 
0 
“oTqrey soueyay 


0 


waygs 


SS Ss f=] 


2 ee 


&¢'0 


aguad 


Vi 
€ é 
| 
G | 0 
T 0 
———— 
60 
vi “oTqrey Souk I, 
€ 0 
g | 0 
l 0 
¥ | orqrey soueyay 
¢ i 
z | 0 
U 0 
———_—_—_———— a 
sanol ae or 0 
WOIeAIOSqo | Op 


FNIXOL 


0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
ee 
70 cy‘0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
é 0 
0 0 
0 0 
0 0 
=e eee ee ee 
03°0 S30 


sainey uo 


G9 VAANVHO 


102, ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


dont la plupart ne supportaient pas la température élevée, 
s'est montrée la plus stable. Les sérums étaient également 
examinés 4 ce point de vue. Nous donnons le résultat d'un 
chauffage de la toxine et du sérum & réaction lente. Pour 
obtenir une preuve bien rigoureuse, nous avons dilvé la toxine 
dtp. 10 et le séruma ft p. 5.000. Les dilutions étaient expo- 
sées a la température de 40° pendant les temps indiqués au 
tableau et ensuite titrées comparativement avec sérum et 
toxine non altérés. 


Essai de contréle (Lo de la toxine {+ sérum en dilution a 1/5.000). 


DUREE 
0.55 0,50 0,45 de l'observation 
en jours 
0 0 0 1 
0) () 0 2 
0 0 Tétanos faible. 3 
) ? Tétanos faible. 4 


Le sérum tres dilué est plus stable que la toxine, mais Laffai- 
blissement de celle-ci ne commence pas avant quarante-huit 
heures de contact. 

It est ainsi démontré expérimentalement que la vitesse a 
laquelle Vantitoxine tétanique neutralise la toxine im vitro 
dépend du sérum qu'on emploie. Cette vitesse de neutralisation 
nest pas en rapport avec le pouvoir antitoxique. 

Nous ne savons pas sil est possible de démontrer aussi 
une difference du temps de neutralisation 7m vzvo en injec- 
lant toxine et sérum séparément. Nous l’avons montré en 
collaboration avec Madsen pour certains sérums antidiphté- 
riques. Cependant nos expériences ont démontré qwil est plus 
difficile @arriver a des résultats aussi nets en injectant les deux 
commposants un aprés Vautre, ce qui est d’ailleurs bien 
compréhensible, puisque les différences individuelles des 
animaux d’expérience jouent un role prépondérant dans ce cas. 

Nous pouvons résumer les expériences de ce chapitre comme 
suit : 


l° Dans un certain mélange de toxme et antitoxine Lélanigues 
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wl se forme en général une floculalion comme il a été relaté 
d'abord par G. Ramon. 

Cetie floculation n’apparait pas toujours avec la méme régu- 
larité et West pas toujours un indicateur du point neutre du 
mélange toxine-antitoxine létaniques comme cela est dans le cas 
du mélange toxine-antitoxine diphtériq ues. 

2° La détermination du pouvoir antigéne dune toxine peut 
etre, dans certains cas, effectuée par la méthode de floculation 
ainst qwil a été indiqué par Ramon et Descombey. Daprés nos 
experiences i faut contréler chaque tois des essais in vitro par 
une injection du mélange floculant aux animaux. 

3° Le titrage du sérum antitétanique peut étre effectué in 
vitro avec une quasi-exactitude pour un grand nombre de 
sérums ; nous sommes la en concordance avec les faits commu- 
niqués par M. Abt et M"* Eréer. 

4° Certains sérums et certaines toxines présentent plustéurs 
sones de floculation, La méthode de titrage in vitro employée 
seule ne peul simposer (surtout pour le titrage des toxines) 
gue si Von a trouvé des sérums réagissant de la méme facon 
avec toute toxine de quelque préparation quelle provienne. 

5° Certains sérums antitélanigues montrent une concordance 
entre vitesse de floculation et vitesse de neutralisation. La 
vitesse de floculation peut donc indiquer Vaviditée de Tanti- 
loxine vis-a-vis de la toxine, cette avidité est sans rapport 
avec le pouvoir antitoxique du sérum et est déterminée par 
individu quia fourni le sérum. 

Les essais de neutralisation ne valent que pour les conditions 
expérience que nous avons employées el, nayant pas une 
signification générale, ont surtout un intérél théorique (1). 


(UInstitul sérothérapique de Etat Danors. ) 
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Fig. 4, — Plaques 0-P-Ca modelées dune terre riche en germes, pourvue 
de caleaire el de phosphate assimilable : éruption de colonies Azolo- 
bacters sur toutes les trois au boul de quarante-huit heures a 30°. 


. — Plaques 0-P-Ca (de gauche a droite) modelées dune terre 
manquant de basicilé : éruption de colonies Azotobacters sur la seule 
plaque Ca au bout de quarante-huil heures a 30°. 


Tome XLII. Pr. I. 


Mém. S$. Winogradsky. 


fie. 3. — Plaques 0-P modelées dune terre calcaire manquant de phos- 
phate assimilable : éruption de colonies Azolobaclers sur la seule 
plaque P (a droite). Au bout de quatre jours & Véluye a 30°, les colonies 
commencent a brunir. 


Fic. 4. — Plaques 0-P dun autre échantillon de terre’calcaire, manquant 
de phosphate assimilable. Brunissement achevé des colonies As0lo- 
bucters au boul dune dizaine de jours. 
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